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The  PE­PGRS  protein  family  is  unique  to  and  abundantly  found  in 
mycobacteria,  yet  their  functions  are  largely  unknown.  The  proteins  consist  of  a 
conserved  N­terminal  Pro­Glu  (PE)  domain  and  C­terminal  polymorphic  GC­rich 
repetitive sequences (PGRS) which are multiple tandem repetitions of Gly­Gly­Ala or 
Gly­Gly­Asn motifs. This study  investigated  immune responses directed against  two 
such proteins and their roles in host­pathogen interactions. Human patients with active 
or  latent  tuberculosis  infection,  but  not  uninfected persons,  showed  strong  antibody 
responses to Rv3812 PE­PGRS  protein, but not to Rv0978c PE­PGRS , although responses to 
both PE  domains  were minimal. Using  a  system  for  studying  ubiquitin­proteasome 
mediated protein degradation,  the Gly­Ala  rich PGRS domain was shown  to protect 
the highly unstable PE domain of Rv0978c PE­PGRS  from proteolytic degradation, hence 
influencing  antigen  processing  via  the  major  histocompatibility  complex  class  I 
pathway,  leading  to reduced CD8 +  T cell  recognition and suggesting a possible  role 
for PE­PGRS proteins  in  immune evasion. Rv3812 PE­PGRS  protein was  found  to be a 
cell wall  and  cell­membrane  associated  protein,  but  it  is  unlikely  to  be  involved  in 
mycobacterium entry into host macrophages. Cellular immune responses to the PGRS 
but not the PE domain of this protein were observed in mycobacterium­infected mice. 
Murine  immunisation  with  recombinant  Rv3812 PE­PGRS  induced  B  and  T  cell 
responses to both domains, suggesting that this vaccine may be both prophylactic and 
therapeutic  in  overcoming  the  failure  of  natural Mycobacterium  infections  to  elicit 
adaptive responses to the PE domain of this protein family. This study has elucidated 
some  immune  mechanisms  underlying  the  role  of  PE­PGRS  proteins  in 





















































































































Mycobacterium  tuberculosis  (Mtb)  has  a  family  of  61  PE­PGRS  genes 
scattered  throughout  its  genome  (Cole  et  al.,  1998).  Members  of  this  multi­gene 
family  encode  proteins  containing  a  highly  homologous  N­terminal  Pro­Glu  (PE) 
domain,  associated  with  a  unique  C­terminal  domain  comprising  polymorphic 
GC­rich  repetitive  sequences  (PGRS)  rich  in  glycine  and  alanine  residues.  These 
Gly and Ala residues often occur as multiple repetitive sequences of Gly­Gly­Ala or 
Gly­Gly­Asn motifs, and there are many variations in size, sequence and number of 
tandem repeats of  these motifs  between different  PE­PGRS proteins  (Brennan and 
Delogu, 2002). The abundance of this gene family in the Mtb genome, together with 
its unique motifs,  the extensive polymorphism and  its exclusivity  to mycobacteria, 
in  combination,  have  raised  speculations  that  these  proteins  could  have  some 
common functions, and may be important in Mycobacterium biology. 
Comparison  of  PE­PGRS  genes  of  different  strains  and  species within  the 
Mtb complex (Betts et al., 2000; Gordon et al., 2001) reveals that the Gly­Ala rich 
repetitive  regions  of  the PGRS domains  are  a major  source of  polymorphism  in  a 
bacterium which otherwise, displays remarkable genetic homogeneity and very few 
single­nucleotide  polymorphisms  (Sreevatsan  et  al.,  1997).  Variations  in  the 
restriction  fragment  length  polymorphism  (RFLP)  patterns  of PE­PGRS genes  are 
also  observed  between  Mtb  clinical  isolates  (Flores  and  Espitia,  2003),  thus 





Antibodies  against  some  PE­PGRS  proteins  have  been  observed  in 
tuberculosis  patients,  suggesting  that  these  proteins  are  expressed  during  Mtb 
infection, and are immunogenic to B cells (Espitia et al., 1999; Singh et al., 2001). 
Differences between the immunogenicity of the PE versus the PGRS domains have 
been  investigated.  With  respect  to  the  most  studied  Mtb  PE­PGRS  protein 
(Rv1818c PE­PGRS ), mice immunised with DNA encoding its full­length protein or its 
PE domain elicited, respectively, only antibodies directed against the PGRS domain 
and  only  cellular  responses  to  the PE domain  (Delogu  and Brennan,  2001).  It  has 
been  suggested  that  the  Gly­Ala  rich  PGRS  domain  influences  major 
histocompatibility  complex  (MHC)  class  I  antigen  processing.  This  hypothesis 
stems, in part, from properties of Epstein­Barr virus EBNA1 protein, which also has 
similar  polymorphic Gly­Ala  rich  repeats  (Dillner  et  al.,  1984;  Cole  et  al.,  1998; 
Banu et al., 2002) and  is relatively resistant  to proteasome degradation. In support 
of this hypothesis, fusion of Rv1818c PE­PGRS  to green fluorescent protein makes GFP 
more stable  (Brennan and Delogu, 2002).  If Gly­Ala  repeats  in  the PGRS domain 
limit  processing  and  presentation  of  PE­PGRS  proteins,  this  could  be  a  strategy 
utilised by mycobacteria to evade host immunity during its intracellular existence. 
Some possible  functions of a  few members of  the PE­PGRS protein  family 
have been elucidated. Rv1759c PE­PGRS  is a cell­surface protein which allows Mtb to 
bind  to  host  fibronectin  (Espitia  et  al.,  1999).  Its  expression  during  latent murine 
tuberculosis  infection  is  said  to  have  a  protective  role  against  latent  tuberculosis 
reactivation  (Campuzano  et  al.,  2007).  The  PGRS  domain  of  Rv1818c PE­PGRS  is 
responsible  for  the  clumping  properties  of  Mycobacterium  cells,  and  influences 




M. marinum  (homologous  to Mtb PE­PGRS protein Rv3812 PE­PGRS )  results  in  loss 
of  intracellular  survival  (Ramakrishnan  et  al.,  2000).  These  data  suggest  that 





and  active  tuberculosis  patients,  thereby  assessing  differential  antibody 








Although  it  is  known  that  some  PE­PGRS  proteins  may  elicit  antibodies 
during  tuberculosis  infection,  differential  expression of  various PE­PGRS proteins 
in  people  with  latent  and  active  tuberculosis  has  not  been  compared.  Patients  in 
these clinical groups were  recruited. Two Mtb PE­PGRS proteins  (Rv0978c PE­PGRS 




immunosorbent  assays  to  evaluate  the  antibody  response  against  these  proteins, 
known  to  be  expressed  in  vivo  during  infection  and  speculated  to  be  required  for 





The  Gly­Ala­rich  PGRS  domain  of  PE­PGRS  proteins  is  suspected  to 
influence protein stability. However, it is not specifically known whether this affects 
MHC Class I processing via the ubiquitin­proteasome pathway and/or presentation 
of  the  protein,  and  what  are  the  functional  effects  on  antigen­specific  cytotoxic 
CD8 +  T  cell  responses  (which  are  Class  I­restricted).  These  questions  were 
examined using an established N­end rule reporter system to evaluate stability of the 
PE  domain  of  Rv0978c PE­PGRS  against  proteasome  degradation  when  fused  or 
otherwise to its PGRS domain. Subsequently, an analysis was performed of which 
combination  of  Gly­Ala  peptides  was  most  resistant  to  degradation  and  how 




different  domains  to  T  cells.  The  Mb3842 PE­PGRS  protein  of  M.  bovis  bacille 
Calmette­Guérin  (BCG)  is  identical  to  Mtb  Rv3812 PE­PGRS ,  thus  a  BCG  strain 




protein,  and  its  role  in  mycobacterium  latency  and  macrophage  entry.  Murine 
immunisation with the full­length protein or its PE domain was performed to study 
cellular and humoral immune responses elicited in the host. 
Overall,  this  work  is  intended  to  further  the  understanding  of  the  role  of 
specific PE­PGRS proteins in mycobacterium­host interactions. The impact of such 








Tuberculosis  (TB)  was  declared  a  global  public  health  emergency  by  the 
World Health Organisation  in March 1993. Mycobacterium  tuberculosis  (Mtb),  an 
obligate human pathogen, is the causative agent. Majority of people who acquire the 
infection have sufficient  immunity to contain the bacterium for many decades  in a 
state of  latent  tuberculosis  infection (LTBI), but a minority may succumb to active 
TB, which  is most commonly a pulmonary  infection. This  typically manifests as a 
chronic wasting  illness characterised by  low grade  fever, weight  loss, night sweats 
and chronic cough, due to pneumonia. However, the bacterium may spread via the 
blood  and  lymphatics  to  virtually  any  other  organ,  thereby  causing  signs  of 
lymphadenitis, osteomyelitis, nephritis, meningitis, or skin lesions (Grange, 1997). 
TB  management  is  by  vaccination  and  chemotherapy.  Bacille 
Calmette­Guérin (BCG), an attenuated strain of M. bovis, was first  introduced as a 




TB,  when  given  in  adolescence  or  adulthood,  is  highly  variable  in  clinical  trials 
conducted  in  different  geographic  regions  (Colditz  et  al.,  1994).  TB  treatment 





refractory  to  standard drugs.   This prolonged  treatment, often associated with  side 
effects  and  significant  costs,  is  amongst  the  factors  contributing  to  a  high  rate  of 
patient non­compliance. 
About  two  billion  humans  have  LTBI  (Kochi,  1991;  Sudre  et  al.,  1992; 
Marks et al., 2000). Latently infected individuals are clinically asymptomatic, but it 
is believed that they harbour live bacteria in vivo within host cells (Tufariello et al., 
2003).  The  bacteria  have  the  potential  to  multiply  again  when  host  immunity  is 
compromised  (Parrish et al., 1998; Tufariello  et al., 2003). The estimated  lifetime 
risk of developing reactivation of latent TB is between 2 and 23 % (Tufariello et al., 
2003), the higher rates are found in those with human immunodeficiency virus (HIV) 
co­infection  (Flynn  and  Chan,  2001).  One  indicator  of  LTBI  is  a  delayed­type 
hypersensitivity  reaction  to  purified  protein  derivative  (PPD)  of  Mtb,  which  is 
administered as the tuberculin skin test. However, people who have been exposed to 
other  free­living species of  the Mycobacterium genus, which are ubiquitous  in  the 
soil  and water,  or  those who have prior BCG vaccination, may  also  show  similar 
reactivity  (Black  et  al.,  2001;  Black  et  al.,  2001;  Fine  et  al.,  2001;  Black  et  al., 
2002).  Therefore,  new  ex  vivo  assays  for  LTBI  diagnosis  have  utilised  T  cell 
reactivity  to  the Mtb  antigens  6­kDa  early­secreted  antigenic  target  (ESAT­6)  and 
10­kDa culture filtrate protein (CFP­10) — these antigens are much less commonly 
found  in  the  environmental  species  and  are  absent  in  all  BCG  strains  (Pai  et  al., 
2004; Andersen et al., 2007). 





infected with Mtb  (LTBI),  and  about  2 million  people  die  of Mtb  infection  every 
year  (Dye  et al., 1999). The  recently  released Global Tuberculosis Control Report 
2008 by World Health Organisation (WHO) reported an estimated 9.2 million new 
cases of TB  in 2006, of which 44 % were new smear­positive cases and 8 % were 
patients  co­infected  with  human  immunodeficiency  virus.  The  number  of  deaths 
from TB was estimated to be 1.7 million, of which 11.8 % were acquired  immune 
deficiency  syndrome  patients  (WHO,  2008).  The  limited  immune  protection 
conferred  by  the  BCG  vaccine,  poor  management  of  treatment  schemes  in  some 
developing  countries,  emergence  of  drug­resistant Mtb  strains  and  spread  of HIV 






TB  is  transmitted  via  aerosolised  bacterium­containing  droplet  nuclei, 
generated from coughing by TB­infected persons. Upon inhalation, the bacteria are 
lodged  in  the  terminal  air  spaces  of  the  lung where  they  are  engulfed  by  alveolar 
macrophages. Various macrophage receptors have been  implicated in entry of Mtb 
into macrophages and dendritic cells (DCs). Mycobacteria express different surface 
molecules  that  show  tropism  for  eukaryotic  cells,  particularly  macrophages 
(Shepard,  1957;  McDonough  and  Kress,  1995;  Menozzi  et  al.,  1996).  They  also 





et  al.,  1999).  Complement  and  mannose  receptors  of  macrophages  promote 
phagocytosis  of  mycobacteria,  hence  enhancing  mycobacterium  cell  entry 
(Schlesinger et al., 1990). 
Mycobacterium  cell­wall  constituents  such  as  phosphatidylinositol 
mannoside (PIM), lipoarabinomannan (LAM), and the 19­ and 38­kDa lipoproteins, 




(MAPKs) that  initiate  signalling cascades  leading to the activation of  transcription 





The  persistence  of  Mtb  results  in  chronic  antigenic  stimulation  and 
accumulation  of  other  macrophages  and  T  lymphocytes  around  the  infected 
macrophages. These macrophages differentiate  into epithelioid cells, which  fuse to 
form multinucleated giant cells consisting of macrophages surrounded by variety of 
activated  lymphocytes  (CD4 + ,  CD8 +  and gδ  T  cells)  (Manabe  and  Bishai,  2000; 
Chan and Flynn, 2004). This structure is called a granuloma. Granuloma formation 
in infected tissues is a hallmark of Mtb infection and has a role in Mtb containment. 




macrophage­activating  cytokines  produced  by  T  cells  in  the  periphery.  The 
formation of a granuloma requires a well­coordinated  recruitment of  inflammatory 
cells,  macrophages  and  lymphocytes  to  the  infection  site  (Russell,  2007).  TNF­a 
produced  by  macrophages  is  the  key  cytokine  in  granuloma  formation  (Saunders 
and  Britton,  2007),  inducing  the  production  of  chemokines,  and  generating 
chemokine gradients that recruit immune cells to the infection site (Russell, 2007). 
Chemokines such as monocyte chemotactic protein­1 (MCP­1), macrophage 
inflammatory  protein  (MIP)­1a,  chemokine  (C­C  motif)  ligand  5  (CCL5), 
interleukin­8 (IL­8) and interferon­inducible 10­kDa protein (IP­10) are involved in 
the  recruitment of  immune cells. These chemokines are elevated  in  the  serum and 
broncho­alveolar  lavage of TB patients (Kurashima et al., 1997; Mohammed et al., 
1998;  Sadek  et  al.,  1998; Miotto  et  al.,  2001; Hasan  et  al.,  2005).  In  addition  to 
these  chemokines,  MIP­1b  and  MCP­3  are  also  highly  expressed  in  human 
antigen­presenting  cells  infected  with  Mtb  (Kasahara  et  al.,  1998;  Ferrero  et  al., 
2003;  Peters  and  Ernst,  2003;  Wang  et  al.,  2003;  Zhu  and  Friedland,  2006). 
Experimental models using mycobacteria­infected mice and macaques also show an 
extensive up­regulation of  interferon­gamma (IFN­g)­inducible chemokines such as 
CXCL9,  CXCL10  and  CXCL11  (Russell,  2007).  This  increased  expression  of 
chemokines results in the recruitment of neutrophils and natural killer (NK) T cells, 









responsive  to  iron  limitation,  alternative  carbon  metabolism  and  cellular  hypoxia 
(Timm  et  al.,  2003).  The  Mtb  DosR  regulon,  which  mediates  the  expression  of 
genes associated with NRP,  is highly upregulated  in Mtb­infected mice (Shi et al., 
2003). Under intense cytokine pressure and direct cell­cell activation, macrophages 
undergo  apoptosis  or  necrosis,  resulting  in  caseous  necrosis within  the  granuloma 
(Fayyazi et al., 2000). 
Several mechanisms have been postulated for apoptosis and necrosis within 
the  granuloma.  The  activation  of  the  apoptotic  signalling  cascade  via  TNF 
receptor­1 (TNFR­1), Fas­Fas ligand interaction or perimetric receptor P2X7 causes 
the  programmed  cell  death  of  the  infected  macrophages  (Oddo  et  al.,  1998; 
Riendeau  and  Kornfeld,  2003;  Saunders  et  al.,  2003).  The  release  of  cytolytic 
perforin  and  granulysin  by  activated  cytotoxic  T  cells,  as  well  as  production  of 
macrophage­derived reactive oxygen and nitrogen intermediates causes necrotic cell 
death (Chan et al., 2001; Florido  et al., 2002; Worku and Hoft, 2003). The release 
of  proteolytic  enzymes  such  as  metalloproteinase­9  by  macrophages  causes 
breakdown  of  the  cellular  structure  (Elkington  et  al.,  2005).  ESAT­6  secreted  by 
Mtb  induces  the cytolysis of  the  lung cells,  thus  allowing  further dissemination of 
the bacteria (Hsu et al., 2003). Necrosis within the granuloma leads to lung damage 






T cells  have  a  key  role  in  host  responses  in Mtb  infection  (Russell,  2001). 
Infected macrophages  and DCs  carry  the  bacteria  to  draining  lymph nodes, where 
antigen­presentation  to  T  cells  occurs.  Major  histocompatibility  complex  (MHC) 
class  I molecules  present  peptides  derived  from  the  cytosolic  compartment  of  the 
host  cells,  to  CD8 +  T  cells.  MHC  class  II  molecules  present  peptides  that  are 
generated within the endosomal­lysosomal compartment of the host cell to CD4 + T 
cells.  Being  a  vacuolar  pathogen  that  resides  within  the  phagosome  of  the 
macrophage,  processing  of  mycobacterium  antigens  occurs  largely within  the  late 
endosomal compartment, and the processed peptides are presented via MHC class II 
molecule  to  the  cell  surface  (Russell,  2001).  However,  mycobacteria  can 
permeabilise  the  phagosomal  membrane,  allowing  escape  of  the  bacteria  into  the 
cytoplasm  (Stamm  et  al.,  2003;  Gao  et  al.,  2004)  and  class  I  presentation  of 
mycobacterium antigens by infected macrophages to CD8 + T cells can occur within 
12  hours  post­infection  (Serbina  et  al.,  2000).  Infected  macrophages  undergoing 






Proteins secreted by  live Mtb, especially those  found  in the Mtb short term 
culture  filtrate,  are  important  T  cell  activators  and  elicit  strong  in  vivo  T  cell 




Lymphoproliferative  responses  against  the  secreted  32­kDa  fibronectin  binding 
protein are observed  in mice and  humans  infected with Mtb (Huygen et al., 1988; 
Andersen et al., 1991). Patients with active TB infection have T cells responsive to 
38­kDa  antigen  (Wilkinson  et  al.,  1997).  Some  of  these  immunodominant  T  cell 
antigens  have  generated much  research  interest  as  potential  subunit  TB  vaccines. 
ESAT­6  protein,  a  6­kDa  protein  secreted  during  early  or  active  phase  of  Mtb 
infection, elicits  strong  IFN­g­producing T cell  responses  in mice  (Sorensen et al., 
1995)  and  guinea  pigs  (Haslov  et  al.,  1995).  Antigen  85B  is  another  secreted 
immunodominant protein, and T cells reactive against this antigen are found in most 
Mtb­infected  individuals  (Havlir  et  al.,  1991).  Guinea  pigs  immunised  with  this 
protein  show  good  T  cell  immune  responses  which  confer  protection  against 
virulent Mtb challenge (Horwitz et al., 1995).  Similarly, secreted 38­kDa phosphate 
transport  protein  (PstS­1)  antigen  of  mycobacteria,  also  induces  strong  protective 
immune responses in animals (Harboe, 1992; Andersen, 1994) and humans (Harboe 





Humoral  immune  responses  against  many  mycobacterium  antigens  are 
observed  in  patients  with Mtb  infection,  suggesting  that  these  antigens  expressed 
during  infection  are  potent  B  cell  inducers.  Antibodies  against  the  Mtb­secreted 
38­kDa antigen are detected in TB patients (Harboe and Wiker, 1992), and antibody 




(Bothamley,  1995;  Silva  et  al.,  2003).    Antibodies  against  mycobacterium  heat 
shock proteins 60, 65, and 70 are observed in active TB patients (Kaufmann et al., 
1987; Havlir et al., 1991; Elsaghier et al., 1992; Ng et al., 1994; Dubaniewicz et al., 
2006).  LAM,  a  cell­wall  associated  polysaccharide  antigen,  also  induces  humoral 
responses  as  anti­LAM  IgG  antibodies  are  detected  in  patients  with  pulmonary, 
miliary  and  pleural  tuberculosis,  as  well  as  those  with  tubercular  lymphadenitis 
(Sada  et al., 1990). Antibodies against  the 38­kDa antigen, alanine dehydrogenase 
and  Rv2626c  antigens  are  associated  with  active  TB,  whereas  antibodies  against 
16­kDa a­crystallin,  ferredoxin  A  and  ESAT­6  are  associated  with  inactive  TB 
(Davidow  et  al.,  2005).  These  findings  suggest  that  in  vivo  mycobacteria  may 
express  different  proteins  at  different  stages  of  infection.  There  is  interest  in 




Several  functional  roles  of  CD4 +  T  cells  in  controlling  TB  infection  have 
been described. They include the induction of apoptosis of infected macrophages in 
the  lung  via  Fas/Fas  ligand  (FasL)  interactions  (Molloy  et  al.,  1994; Oddo  et  al., 
1998; Keane et al., 2000), production of cytokines such as interleukin­2 (IL­2) and 
TNF­a  that  are  important  in  controlling Mtb  infection  (Serbina  and  Flynn,  1999), 
induction  of  IL­12  and  IL­15  production  in  macrophages  and  DCs  (Cella  et  al., 
1996;  Kennedy  and  Park,  1996)  and  priming  of  CD8 +  T  cells  required  for  the 





Mice  and  humans  lacking  CD4 +  T  cells  are  highly  susceptible  to  Mtb 
infection  or  reactivation  (Selwyn  et  al.,  1989;  Tascon  et  al.,  1998;  Caruso  et  al., 
1999); this is particularly apparent in HIV­infected individuals. Although both CD4 + 
and CD8 +  T cells produce  IFN­g during Mtb  infection (Feng  et  al., 1999; Serbina 
and Flynn, 1999), mice lacking CD4 + T cells are incapable of controlling even latent 
Mtb  infection,  even  though  a  compensatory  increase  in  CD8 +  T  cell  numbers 
restores IFN­g production (Scanga et al., 2000). The failure of CD4 + T cell­deficient 





CD8 +  T cells  are  also  essential  for  protection  against Mtb  infection  (Orme 
and  Collins,  1984;  Muller  et  al.,  1987;  Flynn  et  al.,  1992;  Silva  et  al.,  1994). 
β2­microglobulin  gene­deleted  mice  show  increased  susceptibility  to  tuberculosis 
(Flynn et al., 1992). Studies using adoptive transfer (Tascon et al., 1998) and gene 
disruption strategies (Behar et al., 1999) have also demonstrated the importance of 
IFN­g­producing,  MHC  class  I­restricted  CD8 +  T  cells  in  conferring  protection 
against TB. Production  of  IFN­g  by CD8 +  T cells  is  independent of CD4 +  T cells 
(Caruso  et  al.,  1999;  Serbina  et  al.,  2001).  Patients  exposed  to Mtb,  but  showing 
absence  of  active  disease  or  symptoms,  have  circulating  peptide­specific 






1998).  Human  Mtb­specific­CD8 +  T  cells  exert  a  direct  killing  effect  on 
mycobacteria via the production of granule­associated granulysin protein (Stenger et 
al., 1998), and pore­forming perforin (Stegelmann et al., 2005). CD8 + T cells also 
release  chemokines  such  as  CCL5, which  attract Mtb­infected macrophages  to  be 
killed (Stegelmann et al., 2005). 
2.1.2.6.3 Mycobacterium­specific antibodies 
Mycobacterium­specific  antibodies  are  generally  believed  to  have  little 
effect  in  conferring  protection  against  Mtb  infection,  as  adoptive  transfer  of 






However,  other  studies  suggest  that  B  cells  influence  the  progression  of 
inflammation  in  TB  granulomas  and  enhance  immune  protection  against  Mtb 
challenge.  B­cell  deficient  mice  show  increased  susceptibility  to  TB  infection, 
associated  with  increased  bacterial  burdens  in  the  lungs,  which  is  reversible  on 
complementation  by  adoptive  transfer  of  B  cells  (Maglione  et  al.,  2007). 
Additionally,  Mtb­infected  mice  given  passive  monoclonal  anti­LAM  antibodies 
show  increased  survival  compared  to  those  without  treatment  (Teitelbaum  et  al., 







activation  of  IFN­g­producing  CD4 +  and  CD8 +  T  cells  and  cytotoxic  killing  by 
CTLs  (de  Valliere  et  al.,  2005).  The  authors  suggest  that  the  enhanced 
internalisation  and  killing  of  the BCG may  have occurred  via Fc  receptors, which 
others  suggest  have  a  role  in  the  activation  of  intracellular  microbicidal  activities 
(Caron  and  Hall,  1998).  Pre­coating  of  mycobacteria  with  antigen­specific 
antibodies  prior  to  cell  infection  blocks  the  inhibition  of  phagosome­lysosome 
fusion  exerted  by  mycobacteria  (Armstrong  and  Hart,  1975;  Malik  et  al.,  2000). 
Therefore, mycobacterium­specific antibodies, particularly those targeting cell­wall 
or cell­surface associated antigens, may have some protective roles. 





IFN­g  produced  by  mycobacterium­specific  CD4 +  and  CD8 +  T  cells  primarily 
activates  the  anti­mycobacterial  mechanisms  of  infected  macrophages  (Flynn  and 
Chan, 2001), and crucially, also the bystander macrophages (Schaible et al., 1999). 
Besides  enhancing  the  production  of  TNF­a  and  toxic  oxygen  intermediates 
(Ulrichs  and  Kaufmann,  2006),  IFN­g­activated  macrophages  also  increase 






phagosome  maturation,  related  to  up­regulated  expression  of  a  47­kDa  guanosine 
triphosphatase,  LRG47  involved  in  phago­lysosomal  fusion  (MacMicking  et  al., 
2003),  and  these  macrophages  have  enhanced  acidification  of  the 
mycobacterium­containing vacuole (Via et al., 1998). Mice deficient in IFN­g show 
increased  susceptibility  to  Mtb  infection,  failure  to  develop  granulomas  for  Mtb 
containment,  and  neutrophil  infiltration  in  the  lungs,  which  eventually  become 
necrotic  (Pearl  et  al.,  2001).  These  mice  also  show  uncontrolled  proliferation  of 




cytokine  that  has  both  detrimental  and  beneficial  roles  during  Mtb  infection 
(Tufariello et al., 2003). IL­10 acts on macrophages by suppressing its production of 
cytokines  such  as  TNF­a  and  IL12p40  (Bogdan  et  al.,  1992;  Feng  et  al.,  2002), 
inhibiting  apoptosis  of  macrophages  (Feng  et  al.,  2002),  and  reducing  antigen 
presentation  by  withholding  the MHC  class  II  complexes  within  the  intracellular 
vesicles  (Koppelman  et  al.,  1997).  Besides  de­activating  macrophages,  IL­10 
influences  the  ability  of  IFN­g  to  activate  macrophages  and  hence,  affects  the 
control  of  intracellular  mycobacterial  growth  (Gazzinelli  et  al.,  1992).  Mice  that 
transiently  express  or over­express  IL­10  have  higher  bacterial  loads  compared  to 
wild­type mice (Murray et al., 1997; Turner et al., 2002), and are more susceptible 






resultant  improved  priming  of  T  cells  in  the  lymph  nodes  and  IFN­g  production. 
This  suggests  that  IL­10  negatively  influences migration  of  the DCs  to  the  lymph 
node  and  the  expansion  of  IFN­g­producing  T  cells  (Demangel  et  al.,  2002). 
Although  the  production  of  IL­10  appears  to  be  disadvantageous  for  immune 
protection  during  Mtb  infection,  it  may  be  required  for  suppression  of  the 
inflammatory  response  to  mycobacteria  (de  Waal  Malefyt  et  al.,  1991). 
Down­regulation  of  type­1  immune  responses  during  chronic  infection  may  limit 
tissue immunopathology. 
2.1.2.8 Mycobacterium strategies for subverting and evading host immunity 
The  ability  of  mycobacteria  to  establish  persistence  within  macrophages 




innate  immunity  and  subsequent  activation  of  adaptive  responses  against  the 
mycobacteria (Salgame, 2005). LAM expressed on the cell wall of mycoabcterium 










(TACO),  a  protein  that  blocks  the  transfer  of  mycobacterium  to  the  late 
endosomal/lysosomal organelles (Ferrari et al., 1999), and altering the composition 
of  phagosomal  RabGTPase,  Rab5  and  Rab7,  which  are  important  for  membrane 
fusion  (Via  et  al.,  1997;  Clemens  et  al.,  2000). Mycobacteria  retained within  the 
recycling endosomal pathway are able to access iron continuously, and are protected 
from the degradative lysosomal environment (Honer zu Bentrup and Russell, 2001). 
Mtb  can  also  prevent  phagosome  acidification  by  inhibiting  acquisition  of  the 
membrane  vesicular  proton­adenosine  triphosphatase  (ATPase),  (Crowle  et  al., 
1991; Sturgill­Koszycki et al., 1994), and by release of ammonia through enzymes 
such as urease (Gordon et al., 1980). 
There  is  retarded  maturation  of  the  mycobacterium  phagosome  along 
endosomal­lysosomal pathways (Clemens, 1996). Analysis of  the Mtb phagosomal 
membrane showed presence of transferrin receptor, which is an endosomal marker, 
(Clemens  and  Horwitz,  1995)  and  persistent  presence  of MHC  class  I  molecules 
(Clemens  and Horwitz,  1992),  suggesting  persistent  interaction  of  the  phagosome 
with the early endosomes, and, an inhibition in the sorting of phagosomal membrane 
after  phagocytosis,  respectively.  Mycobacterial  lipids  such  as  liporabinomannan 
(LAM),  and  proteins  such  as  tyrosine  phosphatase  (PtpA)  and  serine/threonine 




phagosome  in  its  arrested  state  (Philips,  2008).  PknG  prevents  the  trafficking  of 
lysosomes  for  phagosome­lysosome  fusion  (Walburger  et  al.,  2004).  The  lipid 
manLAM has disrupts  the generation of phosphatidylinositol­3­phosphate  (PI(3)P) 
effectors  and  the  recruitment  of  an  endosomal  trafficking  protein  to  the  bacterial 
phagosome  (Vergne  et  al.,  2005),  thus  affecting  recruitment  of  the  endosomal 
sorting complex required for transport (ESCRT) to the phagosome. Since ESCRT is 
required  to  restrict  intracellular  mycobacterial  growth  (Philips,  2008),  this 
early­endosome­like  arrest  allows  the  mycobacterium  to  survive  intracellularly, 





(Rich  et  al.,  1997).  Similarly,  growth­inhibition  of  BCG  in  human  alveolar 
macrophages  is  dependent  on  NOS2  (Nozaki  et  al.,  1997).  The  Mtb  noxR1  and 
aphC  genes  confer  the  bacteria  with  enhanced  resistance  to  reactive  oxygen  and 
nitrogen  intermediates  (Ehrt  et  al.,  1997;  Chen  et  al.,  1998).  For  example,  the 
alkylhydroperoxide  reductase  subunit  C  enzyme  encoded  by  aphC  detoxifies 
reactive  radicals  by  rapidly  metabolising  peroxynitrite  anion,  which  is  a  power 
oxidant (Bryk et al., 2000). This results in the forestalling of oxidation of bystander 
molecules,  protecting  bacteria  against  bactericidal  and  cytocidal  actions  of  nitrite, 






Mycobacteria  avoid  immune  surveillance  by  preventing  antigen  processing 
and  presentation  (Pancholi  et  al.,  1993;  Gercken  et  al.,  1994).  The  25­kDa 
glycoprotein (Wadee  et al., 1995) and 19­kDa  lipoprotein (Noss  et al., 2001) may 
have  roles  in  suppressing  MHC  class  II  expression  in  infected  macrophages,  to 
evade immune surveillance by the CD4 + T cell. This MHC class II down­regulation 
may  be TLR2­dependent  (Noss  et  al.,  2001) and  could  be  caused by  inhibition  of 
transcriptional activation of IFN­g  inducible genes (Chan et al., 1991), intracellular 
sequestration  of  the  immature MHC  class  II  heterodimers  as  a  result  of  defective 
transportation and processing of the MHC class II molecules (Hmama et al., 1998), 
and  the  down­regulation  of MHC  class  II  transactivator  (CIITA)  gene  expression 
(Wojciechowski  et  al.,  1999).  There  is,  so  far,  no  direct  evidence  that  Mtb  can 
subvert MHC Class I processing. 
2.1.3 Genome sequence of Mycobacterium tuberculosis 
The  sequenced  genome  of  M.  tuberculosis  (H37Rv  strain)  comprises  of 
4,411529 base  pairs,  encoding  about  4,000  genes  (50 genes  encoding  stable RNA 
species and 3924 genes encoding proteins). These genes are high in guanine (G) and 
cytosine  (C)  content  (65.6  %),  reflecting  the  biased  amino­acid  content  of  Mtb 
proteins (Cole et al., 1998). Some genomic regions have an exceptionally high GC 
content  (>  80 %),  these    correspond  to  a  large Mtb  gene  family  that  includes  the 
polymorphic  GC­rich  repetitive  sequences  (PGRSs)  (Cole,  1999).  A  very  large 
proportion of the coding capacity of M. tuberculosis is devoted to the production of 




families  of  glycine­rich  proteins  with  repetitive  structures,  thus  making  them 
radically different from other bacteria (Cole et al., 1998). 
2.1.3.1 PE and PPE multigene families 
About  10 % of  the Mtb  coding  capacity  is  assigned  to  the  99­member PE 
and  68­member  PPE  multigene  families,  respectively  containing  Pro­Glu  and 
Pro­Pro­Glu  amino  acid  motifs  near  the  amino­terminus.  These  two  families  of 





family  contain  a  highly  conserved  N­terminal  PE  domain  of  ~  110  amino­acid 
residues predicted to have a globular structure, and a C­terminal segment that varies 





















The  PE­PGRS  family  has  a  large  number  of  members  which  display  remarkable 
genetic homogeneity, and it  is unique to mycobacteria, yet no specific function has 
been ascribed to this family as a whole. It has been speculated that members of this 






1998). This  has  contributed  to  understanding  of  the  source  of  genetic  variation  in 
Mtb,  the  evolution  of  the  mycobacterium  genome,  and  the  biological  role  of 
PE­PGRS  proteins  (Espitia  et  al.,  1999).  The  use  of  PGRS  probes  in  molecular 







Mtb  subjected  to  random  transposon  mutagenesis  have  been  analysed  to 












Rv1818c PE­PGRS  is  thought  to  be  a  cell  surface  protein.  Mycobacteria 
over­expressing  this  gene  exhibit  a  cell­elongation  phenotype  that  affects  cellular 
architecture  (Delogu  et  al.,  2004).  Inactivation  of  rv1818c  gene  in M.  bovis BCG 







also  have  a  hydrophobic  domain  containing  a  high  percentage  of  glycine  residues 
(~ 40 %) (Ye  et al., 1991; Hayashi and Lewis, 2000; Brennan and Delogu, 2002). 
Both  silk  proteins  and  PE­PGRS  proteins  are  modular  in  organisation,  rich  in 








the  Rv1818c PE­PGRS  protein  influences  both  mycobacterium­mycobacterium  and 
mycobacterium­macrophage  cell­surface  interactions  (Cole,  1998). When  rv1818c 
is  over­expressed,  changes  in  the  colony  morphology  (from  rough  to  smooth 
phenotype),  and  in  cell  organisation  are  observed.  These  phenotypic  changes  are 
associated with  the Gly­Ala­rich PGRS domain,  since PE domain  over­expression 
does not result in these changes (Delogu et al., 2004). 
Rv1759c PE­PGRS  protein  is also expressed on  the  cell  surface of Mtb during 
infection.  This  protein  exhibits  fibronectin­binding  properties,  and  has  been 






Mtb selectively expresses  specific genes  that promote  its persistence  in  the 
host during chronic  infection (Sassetti  and Rubin, 2003).  In a  frog model of  latent 
mycobacterium  infection  (Ramakrishnan  et  al.,  1997),  M.  marinum  selectively 
expresses  mag24  (macrophage  activated  gene  24)  gene  within  macrophages  and 
granulomas.  This  is  a  homologue  of  Mtb  PE­PGRS  genes  rv3812  and  rv1651c 
(Ramakrishnan et al., 2000). The mutation of mag24  results  in M. marinum  losing 
its  ability  to  replicate  and  persist  within  the  macrophages  and  granulomas, 
respectively.  Thus,  this  PE­PGRS­like  protein  may  be  directly  involved  in 
mycobacterium  persistence  in  latent  infection.  This  is  supported  by  data  that Mtb 
expresses  rv1651c  during  murine  infection,  with  the  highest  expression  level 
occurring during the chronic stage of infection (Delogu et al., 2006). 
2.2.4 Antigenic properties of PE­PGRS proteins 




these  PE­PGRS  proteins  must  be  expressed  in  vivo  during  host  infection  and  are 
immunogenic enough to elicit humoral responses. 
Mice  immunised with rv1818c­encoding DNA vaccines produce antibodies 
mostly  directed  against  the  epitopes  of  the  PGRS  domain  (Delogu  and  Brennan, 
2001). Cross­reactivity against several PE­PGRS proteins was observed  in the sera 




PE­PGRS  genes  share  common  epitopes  (Banu  et  al.,  2002).  However,  humoral 
responses  to  immunisation with DNA encoding Rv1818c PE­PGRS  full­length protein 
do  not  confer  protection  against  Mtb  challenge  (Delogu  and  Brennan,  2001), 
consistent with the generally accepted notion that Mtb­specific antibodies are rarely 
protective  (Reggiardo  and Middlebrook,  1974).  In  contrast, mice  vaccinated with 
the  PE  domain­encoding  DNA  vaccines  do  not  produce  specific  antibodies,  but 
T­helper  1  (Th1)­type  cellular  responses  which  protect  them  against  aerosol Mtb 
challenge.  Since  the  association  of  the  PGRS  domain  with  the  PE  domain 
apparently  prevents  development  of  an  effective  cellular  immune  response,  it  has 
been speculated that the PGRS domain influences the presentation of the PE domain 
to  T  cells  (Delogu  and  Brennan,  2001).  However,  this  observation  is  not 
generalisable  to other PE­PGRS proteins  since  full­length Rv1759c PE­PGRS  elicits a 
strong  Th1­type  cellular  immune  response  (Campuzano  et  al.,  2007).  Mice  with 




Phenotypic  variation  is  a  process  whereby  pathogenic  microorganisms 
undergo spontaneous genetic changes that result in phenotypic alteration (Robertson 
and Meyer, 1992), and this strategy  is commonly used by pathogens to evade host 
immunity  (Inzana  et  al.,  1992;  Janelle  and  Flamand,  2006).  Genes  encoding 
PE­PGRS proteins contain multiple tandem copies of a 9 bp repeat CGGCGGCAA, 
with  the  last  two  nucleotides  being  most  variable.  Therefore,  inter­genic  or 







displaying genetic and antigenic  variations  (Sreevatsan et al., 1997). Since at  least 
some  of  the  PE­PGRS  proteins  are  expressed  on  the  cell  surface  where  they  are 
most  likely  to  interact with  host  immunity,  these  proteins  could  represent  a major 
source of antigenic diversity in Mtb (Betts et al., 2000). 
There  is  much  evidence  supporting  the  role  of  PE­PGRS  proteins  in 
generating  polymorphism  and  antigenic  diversity. Clinical  isolates  of Mtb  express 
similar PE­PGRS proteins  in  varying sizes  (Banu  et al., 2002). Pair­wise genomic 
comparison  between Mtb H37Rv and clinical  isolates  reveals  frame­shift mutation 
or  in­frame  insertion­deletion  events  occurring  in  39  of  the  common 




gene  families  (Fleischmann et al., 2002). Clinical  isolates of Mtb display different 
restriction  fragment  length  polymorphism  patterns  when  probed  with  GC­rich 
repetitive  sequences  of  the  PE­PGRS­encoding  genes  (Ross  et  al.,  1992;  van 
Soolingen et al., 1993; Bigi et al., 1995). TB patients show highly variable antibody 
responses  to  some of  the PE­PGRS proteins  (e.g. Rv1759c PE­PGRS ),  suggesting  that 









strains  leads  to  diverse  antibody  reactivity,  even  though  the  study  sample  was 
limited  in  size. Mice  (Delogu and Brennan, 2001) and  rabbits  (Singh et al., 2001) 
infected with Mtb via the aerosol route certainly produce specific antibodies against 
Rv1818c PE­PGRS  and Rv3367 PE­PGRS  proteins,  respectively.  One possible reason for 
this  contradiction  could  be  a  problem  with  cross­reactivity  within  this  highly 
homologous family. Using antibody raised against Rv1441c PE­PGRS protein, Western 
blot  analysis  of  four  different  species  of  mycobacteria  (Mtb,  M.  bovis  BCG, 
M. smegmatis,  and  M.  gordonae)  and  two  Mtb  clinical  isolates  reveals  the 
recognition  of  6  to  10  protein  bands  (Banu  et  al.,  2002).  This  could  indicate 
variation in the size of Rv1441c PE­PGRS expressed in different mycobacterium strains 
and  even  within  the  same  species,  but  is  most  likely  pointing  to  cross­reactivity 
from homologies between PE­PGRS family members. 
DNA  polymerases  IV  and V  are  also  known  as  DNA mutases.  Instead  of 
faithfully copying DNA sequences for DNA repair, they produce mutations at high 
rate (Radman, 1999). Mutation caused by the mutases is not due to the incorporation 
of  wrong  nucleotide  bases,  but  rather,  the  rescuing  of  molecules  containing  the 
misincorporated nucleotide bases (Radman, 1999). Mutases are expressed as part of 
a  stress­inducible  process,  allowing  cells  to  undergo  mutation  when  subjected  to 





Therefore, microorganisms  expressing  these mutases  can mutate  into  rare  variants 









healthy  individuals,  have  antibodies  reactive  against  Rv3367 PE­PGRS  and 
Rv1759c PE­PGRS  proteins,  showing  that  these  proteins  are  only  expressed  during 
infection  (Abou­Zeid  et  al.,  1991;  Singh  et  al.,  2001).  Rv1818c PE­PGRS  protein  is 
expressed  by  Mtb  during  in  vitro  growth  in  liquid  culture  (Delogu  et  al.,  2006; 
Dheenadhayalan et al., 2006) and in vivo in the mouse tissue for a year after aerosol 
infection  (Dheenadhayalan  et  al.,  2006).  This  protein  is  also  expressed  by 
intracellular  Mtb  within  mouse  primary  macrophages  for  12  days  after  in  vitro 
infection,  suggesting  the  constitutive  expression  of  this  gene  both  in  vitro  and 
in vivo (Dheenadhayalan et al., 2006). 
Microarray  gene  expression  analysis  of  the PE­PGRS protein  family under 
conditions  resembling  macrophage  intracellular  environments,  such  as  nutrient 
starvation,  heat  shock,  hypoxia,  nitric  oxide  stress,  oxidative  stress  and  NRP 




PE­PGRS  genes  (Betts  et  al.,  2002;  Fisher  et  al.,  2002;  Rodriguez  et  al.,  2002; 
Saviola et al., 2003; Voskuil et al., 2004). These data suggest that PE­PGRS genes 
are  regulated  by  the  bacteria  for  adaptation  to  environmental  stress.  It  has  been 
suggested that variation  in  the expression of  some of  the PE­PGRS proteins could 
reflect that members of this family are regulated by different regulatory circuits, and 
therefore may  have different  functions  in Mtb  biology (Voskuil  et  al.,  2004). The 
differential  expression  of  these  PE­PGRS  proteins  via  different  transcription 
regulators  provides  an  alternate mechanism  for  differential  antigen  display  during 
infection,  independent  of  genetic  mutation.  The  following  are  some  examples  of 
PE­PGRS gene changes in adverse conditions. 
Iron plays an important role in Mtb pathophysiology (Wong et al., 1999) as 
it  is  required  for  the  activation  of  iron­dependent  regulators,  involved  in  the 
transcription  of  genes  encoding  proteins  such  as  putative  transporters  and 
siderophores for iron storage. Iron is also involved in virulence as abnormally high 
levels  of  iron  are  associated  with  exacerbation  of  disease  (De  Voss  et  al.,  1999; 
Gangaidzo  et  al.,  2001).  However,  the  mycobacterium  also  controls  its  iron 
acquisition as  high  levels of  iron are  lethal due  to the catalytic conversion of  iron 
into toxic oxygen radicals in the presence of oxygen (Imlay et al., 1988). Microarray 
studies  show  that  rv2741  and  rv0279c­encoding  PE­PGRS  genes  are  induced  and 
repressed  by  iron,  respectively  (Rodriguez  et  al.,  2002).  This  suggests  that  these 






and  is  induced  in  the  in  vitro  oxygen­depleted  dormancy  model  (Voskuil  et  al., 
2004). The expression of this gene under acidic conditions and during NRP suggests 
a  role  in  resistance  to  acidic  stress  during  infection,  especially  in  the  caseating 
granulomas  where  pH  at  the  centre  is  significantly  lowered  (Dannenberg,  1993; 
Saviola et al., 2003). 
Three  PE­PGRS  genes  (rv0746,  rv1651c  and  rv1818c)  show  similar 
expression  levels  under  axenic  culture  environments,  and  are  up­regulated  during 
the  late  log  and  early  stationary  phase  of  growth  in  vitro.  Within  bone­marrow 
derived macrophages, both rv1651c and rv0746 are up­regulated. These two genes 
are up­regulated by 20­fold and 30­fold  respectively,  in  the spleens, but not  in  the 
lungs, of mice during the chronic stage of murine TB (Delogu et al., 2006). 
Another  PE­PGRS gene,  rv3097c,  shows higher  level  of  expression within 
macrophages  than  during  in  vitro  culture  (Srivastava  et  al.,  2007).  However,  this 
gene  is  induced  during  early  infection  in  the macrophages,  and  is  down­regulated 
after 24 hours post­infection. 













Rv1818c PE­PGRS  or  Rv3812 PE­PGRS  proteins  (Chaitra  et  al.,  2007)  also  produce 
specific antibodies. 
PE­PGRS  proteins  also  elicit  cellular  immune  responses. Mice  immunised 
with  rv1818c  PE­encoding  DNA  vaccine  produce  an  effective  Th1­type  immune 
response  that  confers  protection  against Mtb  infection  and  limits  tissue  pathology 
(Delogu  and  Brennan,  2001).  The  immunisation  of  mice  with  Ribi­adjuvanted 
Rv1818c PE­PGRS  or  Rv3812 PE­PGRS  proteins  elicits  CD8 +  T  cell  immune  responses 
involving  production  of  IFN­g  and  IL­2,  and  a  delayed­type  hypersensitivity 

















Rv1818c PE­PGRS  protein  is  recognised  by  TLR­2  on macrophages,  and  this 
induces the expression of TNF­α and TNFR­1, triggering macrophage apoptosis in a 
TNFα­dependent manner  (Basu  et  al.,  2007). Although members  of  the PE­PGRS 
protein family are highly homologous, macrophages stimulated with Rv2853 PE­PGRS 
or Rv3812 PE­PGRS  proteins do not produce TNF­α,  suggesting  that not all members 
of the PE­PGRS protein family are recognised by TLR­2. The PGRS, but not the PE 
domain  of  Rv1818c PE­PGRS  protein  is  associated  with  the  induction  of  TNF­α 
production.  Truncation  of  the  PGRS  domain  through  various  30  –  91  amino  acid 
deletions  leads  to  attenuation  in  TNF­α  induction;  this  could  be  due  to  structural 
changes  in  the  proteins  affecting  the  recognition  and  interaction  of  these mutated 
proteins  with  the  TLR­2.  Sequence  analysis  of  Mtb  clinical  strains  reveals  high 
levels of polymorphism in the PGRS domain of this protein (Talarico et al., 2005), 
thus  it  has  been  speculated  that  variations  in  this  protein  might  be  a  bacterial 
strategy to modulate the host’s innate immune response (Basu et al., 2007). 
Enhanced  mycobacterium  survival  within  macrophages  is  associated  with 
the  PGRS  domain.  M.  smegmatis  strains  engineered  to  express  the  full­length 
Rv1818c PE­PGRS  protein  survive  better  than  those  expressing  the  PE  domain  or 






enhanced  TNF­α  and  IL­10  secretion  and  reduced  nitric  oxide  production,  thus 
expression  of  Rv1818c PE­PGRS  also modulates  host  cytokine  responses.  Exogenous 
recombinant  Rv1818c PE­PGRS  protein  added  to  non­infected  macrophages  did  not 





et  al.,  2003;  Safi  et  al.,  2004).  This  elimination  of  effector  T  cells  may  be  a 
pathogen  strategy  to  enable  it  to  establish  a  state  of  persistence  in  the  host. 
Mycobacterium­infected macrophages  release mycobacterial  cell wall  constituents 
into  the  extracellular  environment  in  the  form  of  exosomes  via  the 
calcium­dependent  exocytic  pathway  (Beatty  et  al.,  2001).  The  cell  surface 
Rv1818c PE­PGRS  protein  is  released  as  exosomes  by  bone  marrow  derived  DCs  or 
RAW  264.7  macrophages  infected  with  M.  smegmatis  expressing  this  protein 
(Balaji  et  al.,  2007).  These Rv1818c PE­PGRS ­containing  exosomes  released  into  the 
extracellular  environment  are  ingested  by  the  co­cultured  T  lymphocytes  into  its 
cytoplasm. The endocytosis of this PE­PGRS protein induces the T cells to undergo 
apoptosis  via  a  caspase­3  activation  pathway.  Therefore,  besides  inducing 






Two  specific  PE­PGRS  proteins  are  the  main  focus  within  this  work  and 
therefore the literature on these proteins is detailed here. 
2.2.8.1 Rv0978c PE­PGRS protein 
Comparison  of  the  worldwide  sequenced  collection  of  strains  of  the  Mtb 
complex shows that rv0978c did not undergo frame­shift mutation, suggesting that it 
could  be  an  essential  gene  (Karboul  et  al.,  2006).  However,  a  confliciting  view 
concerning the essentiality of this gene has been reported by Sassetti and colleagues. 
In  their  studies  using  transposon  mutagenesis,  rv0978c  is  not  essential  for  Mtb 
survival both in vitro in defined media (Sassetti et al., 2003) and in vivo during mice 
infection (Sassetti and Rubin, 2003). 




(Talaat  et  al.,  2004).  rv0978c  is  more  strongly  expressed  in  vivo  in  mice  than  in 




granulomas  (Ramakrishnan  et  al.,  2000).  In  silico  analysis  of  nonameric  peptide 




leukocyte  antigen  (HLA)  predicts  that  Rv3812 PE­PGRS ,  Rv1818c PE­PGRS  and 
Rv3018c PPE  proteins  have  large  numbers  of  T  cell  epitopes  with  high  binding 
affinity  for  class  I  HLA,  with  Rv3812 PE­PGRS  protein  having  the  highest  binding 
affinity  (Chaitra  et  al.,  2005).  Their  binding  abilities  were  also  verified  through 
molecular  modelling  and  structural  analysis.  Certain  peptides  of  Rv3812 PE­PGRS , 
Rv1818c PE­PGRS  and Rv3018c PPE  proteins have been proven experimentally  to bind 
HLA­A*0201 with high affinities  ex vivo, and  induce T cell responses resulting  in 
the secretion of IFN­g and cytotoxic killing of target cells  in a peptide­specific and 
HLA­A*0201­restricted  manner  (Chaitra  et  al.,  2008).  This  suggests  that  these 
proteins can elicit CD8 + T cell mediated responses, and have potential use in subunit 
vaccine development. Rv3812 PE­PGRS  protein  is  the most  immunogenic of  the three 
proteins (Chaitra et al., 2007). 
2.2.8.3 Microarray studies 




to  be  surrounding  intracellular  mycobacteria  residing  within  phagosomes  and 
granulomas in the living host (Schnappinger et al., 2003). They include nitric oxide 
(Voskuil  et  al.,  2003),  hypoxia  (Park  et  al.,  2003),  survival  in  oxygen­depleted 
dormancy  conditions  and  stationary  phase  (Voskuil  et  al.,  2004),  iron  limitation 
(Rodriguez et al., 2002), treatments with sodium dodecyl sulphate (Manganelli et al., 













with  the  latter  condition  inducing  higher  levels  of  gene  expression  at  24  hours 
post­infection  (Schnappinger  et  al.,  2003).  The  authors  suggest  that  the 
up­regulation of expression of this gene within 24 hours after phagocytosis suggests 
that it may have a role in allowing the mycobacterium to adapt to this environment 
(Schnappinger  et  al.,  2003).  No  change  in  gene  expression  was  observed  for 
rv3812­encoding gene even 48 hours post­infection, suggesting that this gene has no 
immediate  role  upon  mycobacterium  entry  into  phagosome  (Schnappinger  et  al., 
2003).  In  another  microarray  study,  Mtb  H37Rv  grown  in  conditions  of  gradual 
declining oxygen  levels  resulting  in an  in vitro  state of non­replicating persistence 
(Wayne and Hayes, 1996) show down­regulation in expression of  the rv3812 gene 
(Voskuil et al., 2004). An Mtb clinical  isolate at stationary growth phase in culture 
also  down­regulates  expression  of  this  gene  (Voskuil  et  al.,  2004).  These  data 





2.2.8.4  Computational  predictions  of  Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS 
localisation 
Computational  sequence  analysis  of  Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS 
proteins  using  signalP  version  3.0  software 
(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html)  neural  networks  and 
hidden  Markov  models  trained  on  Gram­positive  bacteria  (developed  by  the 
Technical  University  of  Denmark)  shows  that  both  Rv0978c PE­PGRS  and 
Rv3812 PE­PGRS  proteins  are  non­secretory  proteins  containing  putative  signal 
peptidase cleavage sites between amino acids 33 and 34, and 30 and 31, respectively. 
Trans­membrane  prediction  (TMpred)  analysis  of  Rv0978c PE­PGRS  predicts 




The  above  computational  predictions  suggest  that  these  two  PE­PGRS 
proteins are non­secretory proteins with trans­membrane components, which means 










repetitive  sequences  (PGRS). Tuberculosis  (TB) patients  produce  antibodies  against 
some  of  these  proteins,  but  it  is  not  clear  whether  these  responses  correlate  with 
disease.  Clinical  groups  with  different  disease  stages  and  healthy  persons  with 
different  mycobacterium  exposure  were  studied  for  their  seroreactivity  to  two Mtb 
PE­PGRS  proteins  (Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS ),  and  their  respective  PE 
domains. There were minimal antibody responses against PE domains of both proteins, 
and full­length Rv0978c PE­PGRS , even in active TB patients. However, active and latent 
TB  patients  showed  significantly  higher  Rv3812 PE­PGRS ­specific  IgG  antibody 
responses  than  clinically  healthy  persons  who  completed  TB  treatment  and 
mycobacterium­reactive  TB  contacts  without  latent  infection.  Latently  infected 
persons  had  high  anti­Rv3812 PE­PGRS  responses  but  low  responses  to  the  38­kDa 
antigen  used  for  TB  serodiagnosis,  in  direct  contrast  to  treated  TB  cases.  The 
magnitude  of  antibody  responses  against  Rv3812 PE  and  Rv3812 PE­PGRS  was 
significantly correlated in all groups, except the active TB group, in which those with 









for  causing  tuberculosis  (TB).  The  ability  of  this  pathogen  to  establish  persistent 
infection in the host reflects its ability to evade host immune surveillance. Identifying 
the  bacteria’s  immune  evasion  strategies  as  well  as  the  genes  involved  in  survival 
within the host will aid in controlling and eliminating TB infection. 
The completion of the genome sequence of Mtb H37Rv strain has revealed the 
presence  of  a  family  of  highly  homologous  PE­PGRS  genes  that  encode  a  highly 
conserved  Pro­Glu  (PE)  rich  N­terminal  domain,  and  a  polymorphic 
GC rich­repetitive sequence (PGRS) domain at the C­terminal (Cole et al., 1998). The 
abundance  of  these  unique  genes  suggests  that  this  family  of  genes  may  have 
important  roles  in  Mtb.  The  PGRS  domain  of  PE­PGRS  proteins  is  glycine­rich, 
containing  many  repetitions  of  the  consensus  GGXGG  motif  (Cole  et  al.,  1998). 
Comparison  of  some  of  the  PE­PGRS  gene  sequences  between  an  Mtb  laboratory 
strain (H37Rv), an Mtb clinical  isolate (CDC1551) and M. bovis  (Betts et al., 2000; 
Gordon et al., 2001) reveals that the glycine­rich repetitive regions of PGRS domains 
are  prone  to  insertion­deletion mutations. This  suggests  that  the PGRS domain may 
have a functional role in generating antigenic diversity. This postulation is supported 
by the observation that Mtb clinical  isolates exhibit variations in restriction fragment 







Singh  et  al.,  2001).  Murine  immunisation  with  rv1818c­encoding  PE­PGRS  DNA 
vaccine also elicits substantial antibody responses (Delogu and Brennan, 2001). Thus, 
at  least  some  of  the  Mtb  PE­PGRS  proteins  are  expressed  in  vivo  and  are 
immunogenic. 
In  this  study,  human  humoral  responses  against  two  PE­PGRS  proteins, 
Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS  were  evaluated  to  assess  the  association  of 
seroreactivity with  disease  status.  The  study  subjects were  chosen  to  represent  five 
clinical  groups  with  differential  immune  exposure  to  Mtb.  Reactivity  to  both  the 
full­length proteins and PE­domains was compared against antibody responses to Mtb 
38­kDa antigen, which has been established for use in Mtb serodiagnostics. We show 










Escherichia  coli  DH5a  strain  was  used  for  cloning  when  DNA  sequencing 




media,  supplemented  with  20  μg/ml  kanamycin  (Sigma)  or  100  μg/ml  ampicillin 
(Sigma) when  required  to maintain  plasmids. M.  tuberculosis H37Rv was  grown  in 
Middlebrook 7H9 broth  supplemented with  10 % Middlebrook oleic  acid,  albumin, 
dextrose and catalase enrichment  (OADC; Difco) and 0.05 % Tween­80. Growth  in 
broth was monitored by absorbance readings at 600 nm (OD600nm). All cultures were 




to  allow  the  cloned  fragment  to  be  fused  at  the  N­terminus  to  6x­histidine  and 
influenza  haemagglutinin  (vector  provided  by  N.  Lehming,  National  University  of 




(lacI)  present  in  the  vector  suppresses  the  T7  lac  promoter,  which  can  be  induced 
upon  adding  isopropyl  thiogalactoside  (IPTG).  In  E.  coli  BL21  (DE3)pLysS  strain, 
the T7 RNA polymerase is under the control of the lacUV5 promoter. In intermediate 




harvested  by  centrifuging  at  1500  x  g,  18  ºC  for  10  min.  The  supernatant  was 






sodium  chloride  was  added  to  block  the  binding  of  DNA  to  cetrimide  (CTAB; 
hexadecyltrimethylammonium  bromide,  Sigma)  in  the  next  step.  Cetrimide  saline 
solution  was  preheated  to  65  ºC,  and  160  μl  was  mixed  gently  into  the  previous 
mixture.  The  tube  was  incubated  at  65  ºC  for  10  min,  and  an  equal  volume  of 
chloroform:isoamyl  alcohol  (24:1)  was  added  into  the  tube.  The  tube  was  gently 
shaken,  and  centrifuged  at  15,000  x  g,  4  ºC  for  10 min.  The  top  aqueous  layer  of 
supernatant was transferred to a fresh tube, and the extraction of genomic DNA was 
repeated with  the  an  equal  volume  of  chloroform:isoamyl  alcohol  (24:1)  to  remove 




layer was  added  to  560 μl  of  isopropanol. The  tube was  gently  inverted until DNA 
precipitated out of  the solution. The DNA pellet was collected, washed with 1 ml of 
70  %  ethanol,  recovered  and  air­dried.  The  final  genomic  DNA  pellet  was 
re­dissolved  in  30 μl  of  sterile  distilled DNAse­free water, with  incubation  at  37  ºC 
for  15 min  to  aid  solubilisation,  then  stored  at  – 20  ºC until used  as  a  template  for 
gene amplification. 
3.3.1.4 Polymerase chain reaction (PCR) 
Amplification  of  the  genes  encoding  Mtb  proteins  to  be  engineered  was 
performed by PCR. The reaction mixture contained 10 ng of M. tuberculosis H37Rv 
genomic DNA, 5 μl of 10 x Q buffer (Qiagen), 10 μl of 5x Q solution (Qiagen), 3 μl 
of  MgCl2,  2  μl  of  10  mM  dNTPs,  1  μl  of  each  of  the  1  μM  forward  and  reverse 
























Table  3­1:  Primers  for  gene  cloning  to  generate  full­length  and  truncated 
Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS  proteins.  The  restriction  enzyme  sites  are 
underlined. 
3.3.1.5 Purification of PCR amplicons 
After  analysis  of  PCR  amplicons  by  gel  electrophoresis  to  verify  expected 
amplicon  sizes  against  a  DNA  ladder  (GeneRuler TM  DNA  ladder  mix;  MBI 
Fermentas),  the  amplicons  were  purified  using  QIAquick  PCR  purification  kit 
(Qiagen).  All  centrifugation  steps  were  performed  at  15,000  x  g  for  60  sec.  Five 
volumes  of  Buffer  PB were  added  to  one  volume  of  the  PCR  product,  the mixture 
added  to  the  QIAquick  spin­column  and  centrifuged.  The  ‘flow­through’  was 
discarded, and 0.75 ml of washing buffer (Buffer PE) was added, then the column was 
centrifuged  twice.  Finally,  30  μl  of  sterile  distilled  water  was  added  for  5  min 










PCR  amplicons  were  digested  with  appropriate  restriction  enzymes  overnight, 
followed  by  treatment  with  QIAquick  PCR  purification  kit  (Qiagen)  as  described 
above, to remove excess restriction reaction components and small DNA fragments. 
Approximately  20  ng  of pET­11a  vector  and  40  ng  of  each  PCR  amplicons 
were ligated overnight at 14 ºC in a 10 ml volume reaction mixture containing 0.5 ml 






1 M MgSO4  was  added.  The  cells  were  grown  at  37  ºC,  shaking  at  250  rpm  until 
OD600nm  reached  0.4. Cells were  aliquoted  into  pre­chilled  sterile  tubes,  for  10 min 
incubation on ice. The tubes were then centrifuged at 1600 x g at 4 ºC for 10 min. The 





wash at 1100 x g, 4 ºC for 10 min. 
After  the  final  wash,  the  chemically  competent  cells  were  resuspended  in 
ice­cold CaCl2  solution to a final volume of 8 ml, and snap­frozen in 200 μl aliquots 




The  chemically  competent  E.  coli  cells  were  rapidly  thawed  and  1  μg  (for 
DH5a) or 20 ng (for BL21(DE)pLysS) of plasmid DNA was added to approximately 
1  x  10 7  cells    in  40 μl.  For  transformations  performed  using  E.  coli 





2 min  (DH5a  and  BL21(DE)pLysS)  or  20  sec  (BL21­CodonPlus ®  (DE3)­RIPL). 
Subsequently,  the tubes were  immediately plunged  into ice, and 200 μl of warm LB 
broth  added  for  further  incubation  at  37  ºC,  shaking  at  250  rpm  for  2  h.  Various 
dilutions of  the transformed cells were cultured on LB plates containing appropriate 









Section  8.1.1),  and  added  to  200 μl  of  cell­lysis  solution  (0.2 M NaOH,  1 % SDS; 
Appendix,  Section  8.1.2). The mixture was  gently  inverted  five  times  to mix. Next, 
200 μl of neutralisation solution (1.32 M potassium acetate, adjusted to pH 4.8 using 
glacial acetic acid; Appendix, Section 8.1.3) was added, mixed gently  as above and 
centrifugation  performed  at  15,000  x  g,  4 ºC  for  10  min.  The  supernatant  was 
transferred  to  a  fresh  tube,  300  μl  of  isopropanol  was  added  and  the  mixture 
vigorously  agitated  to  precipitate  the  plasmid  DNA.  This  was  then  recovered  by 
centrifugation,  washed  in  1  ml  of  70  %  ethanol  and  dried  briefly  in  a  vacuum 
concentrator  to  remove excess ethanol. The harvested DNA plasmid  (approximately 
8 μg from a 5 ml mid­log phase E. coli broth culture) was dissolved in 30 μl of sterile 




Plasmids  extracted  from  putative  E.  coli  transformants  were  analysed  by 
appropriate restriction enzyme reactions and the  fragments visualised on agarose gel 





with Clone Manager Version  6  software  (Sci  Ed Central)  to  predict  fragment  sizes 
after  endonuclease  digest.  Plasmids  found  to  contain  the  appropriate  cloned  inserts 
were  subjected  to  DNA  sequencing  for  precise  sequence  verification  using  the 































E.  coli  BL21(DE3)pLysS  or  E.  coli  BL21­CodonPlus ® (DE3)­RIPL  cells 
carrying the pET­11a expression vector with the appropriate gene insert were cultured 
in  four  tubes  of  6 ml LB­ampicillin  broth. The overnight  culture was  diluted 1:100 
into  1200  ml  of  fresh  broth  and  incubated  shaking  at  220  rpm  for  3  h.  When  the 
culture reached OD600nm  0.6 – 0.8, induction of gene transcription was performed by 





Post­IPTG  induction,  bacteria  cells  were  centrifuged  at  3,000  x  g,  4  ºC  for 
10 min.  The  supernatants  were  discarded,  and  cells  resuspended  in  10  ml  of 
resuspension buffer (Appendix, Section 8.3.1) containing 1 mM dithiothreitol (DTT; 
Sigma) and 2 % (v/v) of protease inhibitor cocktail (BD PharMingen). To this, 25 ml 
of  lysis  buffer  (Appendix,  Section  8.3.2)  containing  0.4 mg DNase  (Sigma),  1 mM 
DTT  and  10  mM  MgCl2  was  added  slowly  on  ice,  with  repeated  vigorous 
resuspension  for 20 min. After  the mixture had  turned  less viscous, 0.1 ml of 0.5 M 
EDTA  was  added  and  the  cell  lysate  subjected  to  cup­horn  sonication  in  a  closed 
sterile tube (Vibra Cell TM , Sonics) in five cycles of 30 sec pulses with 30 % amplitude. 
The  lysed  cells  were  centrifuged  at  9,000  x  g,  4  ºC  for  15  min,  and  the 







Wash  Buffer  1,  the  washing  process  was  repeated  in  100  ml  of  Wash  Buffer  2 
(Appendix, Section 8.3.4). Finally, the pellet was resuspended in 10 ml of Urea Buffer 
(Buffer  B;  Appendix,  Section  8.4.1)  to  dissolve  the  insoluble  inclusion  bodies, 
incubated on  ice  for  2  h,  followed  by  centrifuging  at  29,000  x g,  4  ºC  for  1 h,  and 
collecting the supernatant. The solubilised protein solution was filter­sterilised using a 
0.22 μm  filter, protease  inhibitor cocktail  (2 % v/v) was added, and protein aliquots 




by  affinity  chromatography,  guided  by  Fast  Performance  Liquid  Chromatography 
system  (FPLC; Pharmacia).  The  Econo­Column  chromatography  column  (Bio­Rad) 
containing  6 ml  of Ni­NTA agarose  (Qiagen)  or  IMAC Ni­charged  resin  (Bio­Rad) 
was assembled onto the FPLC system and equilibrated with five columns of Buffer B 
(Appendix, Section 8.4.1) with a solvent velocity of 1 ml/min until  the baseline was 
reached.  A  UV  monitor  connected  with  a  chart  recorder,  which  recorded 
chromatogram peaks when proteins were detected in eluted samples. 
The filtered solubilised recombinant protein was added to the column, and the 
mixture  flowing  straight  through  (‘flow­through’)  was  collected  and  passed  though 
the column again. The second ‘flow­through’ was collected for analysis. The column 




‘wash­through’  mixture  was  collected  for  analysis.  This  process  was  repeated  with 
Buffer  C,  D,  E  and  F  (Appendix,  Section  8.4.2),  eluting  proteins  at  progressively 
decreasing pH for analysis. 
3.3.1.14 Protein dialysis 
Purified  recombinant  proteins  were  dialysed  to  reduce  the  concentration  of 
urea.  Dialysis  was  performed  using  either  a  cellulose  dialysis  tubing  (Sigma)  or  a 
Slide­A­Lyzer ® Dialysis Cassette (Pierce). 
The  high  retention  seamless  cellulose  dialysis  tubing  (Sigma)  which  retains 
molecules with molecular weight more than 12,400 Da was first prepared by boiling 
in 200 ml of 50 mM HEPES buffer  (pH 8.0)  for several minutes. After  changing  to 
fresh  buffer,  the  dialysis  tubing was  further  boiled  till  the  tubing  turned  colourless, 
then stored at 4 ºC in the HEPES buffer until required. Prior to usage, the tubing was 
washed  several  times  with  nano­pure  water,  securely  clamped  and  the  membrane 
integrity  checked  before  loading  protein  solution.  The  dialysis  membrane  was 
immersed  in a  large volume of  the desired buffer with continuous stirring at 4 ºC at 
3 h  intervals using stir bar and stirring platform. The buffers used  in this experiment 








cassette  using  an  18G  syringe  needle.  The  cassette  was  then  immersed  in  a  large 
volume of the desired buffer and dialysis was performed as described above. 
3.3.1.15 Concentrating recombinant proteins 
Small  volumes  of  proteins  were  concentrated  using  Centricon  Centrifugal 
Filter Device  (Millipore). Proteins were added  to  the sample  reservoir of  the device 
and centrifuged three times at 2000 x g, 1 min and the filtrate was collected each time. 
The  device  was  inverted  and  centrifuged  at  500  x  g  for  2  min  to  transfer  the 
concentrated protein into the retentate vial. The concentrated protein was then stored 
at – 20 ºC. 
For  large  volumes  of  proteins,  Amicon ®  Ultra  centrifugal  filter  device  was 
used.  The  protein  (10  –  15  ml) was  transferred  to  the  filter  unit,  and  the  tube was 
centrifuged at 3000 x g, 10 ºC till the desired volume (~ 0.5 ­ 2 ml) was achieved. The 
concentrated  protein  and  filtrate  were  collected  for  analysis  by  SDS­PAGE  protein 
electrophoresis. 




Section  8.5.1).  Prior  to  sample  loading,  6 μl  of  6  x  loading  dye  (Appendix,  Section 
8.5.3)  was  added  to  30  μl  of  protein  sample  for  treatment  at  95  °C  for  5  min  to 




was  loaded  as  well.  Electrophoresis  was  performed  at  100  V  for  100  min  in 
SDS­PAGE running buffer (Appendix, Section 8.5.2). 
The  gel  was  stained  with  SDS­PAGE  gel  staining  solution  containing 
Coomassie  brilliant  blue  dye  (Appendix,  Section  8.5.4)  for  3  h,  followed  by 
de­staining  using  SDS­PAGE  gel  de­staining  solution  (Appendix,  Section  8.5.5) 
overnight. The gel was visualised under white light with a gel documentation system 





After  protein  electrophoresis  by  SDS­PAGE,  transfer  of  proteins  to  a 







was  assembled  and  protein  transfer  was  performed  at  350 A  for  90  min  at  4  °C. 





All  membrane  incubations  were  performed  at  room  temperature  on  a  roller 
mixer. The membrane was first  incubated with blocking solution (Appendix, Section 
8.6.3.1)  for  3 h  to  block  non­specific  antibody­binding,  followed  by  6  ml  of  either 
mouse monoclonal  anti­polyhistidine  (1 μg/ml;  R&D  system)  or mouse monoclonal 
anti­haemagglutinin (50 ng/ml; Roche) primary antibody (Appendix, Section 8.6.3.2) 
overnight. After primary antibody incubation, the membrane was washed three times 
with  30  ml  of  Tris  buffered  saline­Tween  20  (TBS­T;  Appendix,  Section  8.6.2) 
containing  1 %  skimmed milk  (Anlene),  each  time  for  10 min. The membrane was 
then  incubated with  6 ml  of horse  radish­peroxidase­conjugated  secondary  antibody 
(Appendix, Section 8.6.3.2) for 1 h. Washing was repeated three times as above. 
Chemiluminescence­based  detection  was  performed  with  ECL  PLUS TM  or 
ECL  Advance TM  Western  Blotting  analysis  system  (GL  Biosciences).  Powder­free 
gloves were worn during all procedures. The detection reagent mixture was prepared 
immediately  before  use  –  1  ml  of  the  detection  reagent  mixture  was  added  to  the 
membrane  for  1  min,  the  excess  drained,  and  the  membrane  placed  in  a 
Hypercassette TM  autoradiography  cassette  with  a  sheet  of  Hyperfilm TM  ECL 
autoradiography film (GL Biosciences) within a dark room for various time durations 
(30 sec – 20 min) prior to film development. 
If  re­probing  of  the membrane with  another  primary  antibody was  required, 
the  membrane  was  submerged  in  Stripping  Buffer  (Appendix,  Section  8.6.4)  and 







Coomassie­stain  protein  gels  were  de­stained  (as  above)  and  soaked  in 
nano­pure  water  overnight.  The  desired  protein  bands  were  excised,  the  small  gel 
blocks  mechanically  broken  up  in  a  tube,  and  washed  with  100  μl  of  50  mM 
NH4HCO3  and  50 %  (v/v)  acetonitrile  (Merck)  with  vortex  mixing  and  allowed  to 
stand  for  5  min  before  the  solution  was  discarded.  The  washing  step  was  repeated 
until  the  Coomassie  dye  was  completely  removed.  The  gel  was  dried  in  a  vacuum 
concentrator for 5 min. 
Reduction  was  performed  by  covering  the  gel  with  a  solution  containing 
100 mM NH4HCO3  and 10 mM DTT, and tube was incubated at 57 °C for 1 h. After 
incubation,  the  tube  was  cooled  to  room  temperature  and  excess  solution  was 
removed. 








in PE­PGRS proteins  (Betts  et  al.,  2000). This was  confirmed  experimentally when 









sodium  phosphate  (pH  8.0) was  added  for  overnight  incubation  at  37 °C.  The  tube 
was  cooled  to  room  temperature  and  centrifuged  at  3300 x  g  for  10 min.  The 
supernatant  containing  the  peptides was  collected  and  transferred  into  a  fresh  tube. 
The gel pellet was  then  treated with  20 μl  of  20 mM NH4HCO3,  vortex mixed,  and 
centrifuged again to recover the supernatant. Lastly, the gel was treated with 20 μl of 








The  Bradford  Assay  was  performed  using  DC  Protein  Assay  (Bio­Rad) 
reagent.  Eight  serial  dilutions  of  the  bovine  serum  albumin  (BSA)  protein  standard 












The  five  clinical  groups  described  in  this  study  were  healthy  community 
subjects  (n = 20), TB contacts with  (LTBI + , n = 19) and without  latent  tuberculosis 
infection (LTBI ­  , n = 20), active TB patients (n = 20) and treated tuberculosis patients 




Healthy  community  subjects  were  defined  as  those  without  any  known  TB 
exposure,  and  not  known  to  have  any  current  infection  or  immune­modulating 
disorder.   The TB contacts consisted of  recent household contacts of culture­proven 
pulmonary  TB  patients.  All  had  tuberculin  skin  test  induration  sizes  of  more  than 
10 mm (with 1 tuberculin unit of PPD RT­23, Staten Serum Institut) but no clinical or 




antigen  target  (ESAT­6)  and  10­kDa  culture  filtrate  protein  (CFP­10)),    and 




interferon­gamma  (IFN­γ)  production,  according  to  methods  detailed  previously 
(Arend  et  al.,  2000). Those producing  IFN­γ  levels  4  standard  deviations  above  the 








The chest  radiographs of all TB patients were  read by  respiratory physicians 
and extent of disease was  scored as minimal, moderately  advanced or  far  advanced, 
based  on  ‘Diagnostic  standards  and  classification  of  tuberculosis’  by  the  National 
Tuberculosis  and  Respiratory  Disease  Association  (USA).  Minimal  disease  was 
defined as slight lesions without cavitation in one or both lungs, with total lesions not 










The  full­length  and  truncated  PE­PGRRS  recombinant  proteins  generated 
were each diluted in Coating Buffer (Appendix, Section 8.7.1) to a final concentration 
of  2.5  μg/50  μl  and  each  well  of  the  96­well  flat  bottom  polystyrene  high  bind 
microplates  (Corning  Incorporated) was  coated with  50 μl  of  the  antigen  or  control 
(bovine  serum  albumin).  The  recombinant  Mtb  38­kDa  antigen  (purchased  from 









for  another  1  h,  and  a  further  three washes.  The  biotin­conjugated  anti­human  IgG 
(Sigma)  and  streptavidin­peroxidase  (Sigma)  were  diluted  1:20,000  and  1:2000  in 
Blocking Buffer, respectively, and 50 μl of each was added for 1 h at 37 °C. Washing 
was then repeated three times, followed by blocking for 1 h, and a further five washes. 
For  colour  detection,  one  volume  of  Reagent  A  (3,  3',  5,  5'­tetramethyl 






enzyme­substrate  reaction  was  then  stopped  by  adding  50  μl  of  1  N  HCl,  and 
absorbance  read  within  10  min  at  450  nm  (with  590  nm  as  reference  wavelength) 
using Sunrise­Magellan ELISA reader  (Tecan). The  ‘blank’  (PBS) well  reading was 
subtracted  from  the  optical  density  reading  for  each  well.  To  check  for  inter­plate 
variations, aliquots of one standard serum sample were analysed in all plates. 
In  multiple  negative  control  (BSA­coated)  wells,  the  level  of  non­specific 
reactivity was consistently below OD450nm 0.05, therefore two dilutions of each serum 
sample  was  tested  to  determine  the  highest  dilution  that  exceeded  this  background 
level.  As  two  different  serum dilutions  (1:10  or  1:50) were  used  in  performing  the 
ELISAs, but 50 μl of diluted serum was consistently added per well,  the absorbance 
(optical  density)  of  each  sample  was  multiplied  by  a  factor  of  200  or  1000 





group  medians,  the  Kruskal­Wallis  test  was  first  used  to  compare  all  groups,  and 







Comparing  all  the  PE­PGRS  proteins  of  Mtb  using  pfam  v11.0  software 









Fig. 3­1: PE domain consensus sequence. The  first 94 amino­acids at the N­terminus of both Rv0978c PE­PGRS  and Rv3812 PE­PGRS  proteins  is 








E AT I NSASGSYAAA AFHQQFVQTL EYQAVSAQAS VAALFARFGQ AAGADEVSAA AAAASTTALA IGSTLRAANA LTSAAADVEN VSFLVVVPEF R v 1 9 8 3 








truncated  Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS  recombinant  proteins  in  E.  coli  by  an 
IPTG­inducible system. The tagging of  the recombinant proteins with N­terminal 6x 
histidine  (His)  and  haemagglutinin  (HA)  allowed  protein  purification  and  Western 
blot detection. Details on the use of different expression systems relevant to this study 
are provided in the Appendix, Section 8.9. 




Recombinant  proteins  expressed  by  E.  coli  were  purified  by  immobilised 
metal  affinity  chomatography  (IMAC).  Purified  full­length  and  truncated PE­PGRS 











































Two  bands  (~  33  and  ~  40  kDa) were  observed  on Western  analysis  of  the 
purified  Rv0978c PE­PGRS .  We  postulated  that  this  protein  could  have  two  different 
conformations which migrate at different rates. Alternatively, one of the bands could 
be  a  contaminating  protein.  Thus,  we  subjected  both  bands  to  in­gel  digestion  and 
MS/MS sequencing (Fig. 3­4A and B). Several of  the peptide masses obtained  from 








treatment. Mass  spectrometry  analysis  of  (A)  ~  40  kDa  and  (B)  ~  33  kDa  protein 
bands  from  purified Rv0978c PE­PGRS ,  and  (C)  ~  52  kDa  protein  band  from  purified 
Rv3812 PE­PGRS .  Arrows  indicate  peptide  mass  fragments  which  correspond  to  the 
predicted recombinant proteins. 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































diluted to estimate  the concentration which would  yield absorbance  values mid­way 
between  the  minimum  and  maximum  detection  limits,  thereby  utilising  the  linear 





38­kDa  protein  by  selecting  specific  subjects  with  high  and  low  responses  to  the 
Rv3812 PE­PGRS , based on the assumption that they represent the extremes in the range 





Fig.  3­5:  Optimising  serum  dilutions  for  Rv0978c PE­PGRS .  Serum  sample  from 











































Fig.  3­6:  Optimising  serum  dilutions  for  Rv3812 PE­PGRS .  Serum  sample  from 












































Fig.  3­7:  Optimising  serum  dilutions  for  38­kDa  protein.  Serum  samples  from 
active TB patients who had (A) low responses (subject T276) and (B) high responses 
(subject  T284)  to  Rv3812 PE­PGRS  protein,  were  serially  diluted  to  study  the  serum 
concentration­absorbance  curve  based  on  a  fixed  0.4  μg/well  of  38­kDa  protein. 
Means of triplicate readings shown, error bars indicate mean ± 2SD of triplicate wells. 
Y­axis shows actual OD readings at 450 nm, not normalised units. 











































that  this observation may not be the same  for all  PE­PGRS proteins. Therefore,  two 
recombinant  proteins,  Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS  proteins  and  their  PE 




LTBI ­  household  contacts,  19  LTBI +  contacts  with  latent  TB,  20  with  active 



















































































We  found  very  different  outcomes  for  the  two  PE­PGRS  proteins  studied. 
The  first antigen studied was Rv0978c. All  the  five clinical groups showed similar 
low levels of antibody response to the full­length PE­PGRS protein (Fig. 3­8A). The 
LTBI +  TB  contacts  had  the  lowest  Rv0978c PE­PGRS ­specific  antibody  response. 
Those  with  active  and  treated  TB  showed  greatest  intra­group  variability  in 
responses  (Fig. 3­8B).  Relative  to  responses  to  the  full­length  proteins,  antibody 
responses  to  Rv0978c PE  protein  were  generally  slightly  lower  and  showed  less 
variability within groups (Fig. 3­8C and D). The treated TB clinical group had the 
lowest  Rv0978c PE ­specific  antibody  response,  significantly  lower  than  the  healthy 
community  (p  =  0.008)  and  active  TB  clinical  groups  (p  =  0.006).  The  relative 
magnitude  of  the  responses  in  different  groups  mirrored  that  of  the  full­length 
protein.  We  concluded  that  humoral  responses  to  Rv0978c PE­PGRS  protein  were 







PE  domain.  (A,  C)  Group  medians  shown,  error  bars  indicate  75 th  and  25 th 
percentiles. Statistics by Mann­Whitney U test (non­parametric). (B, D) Distribution 
of  antibody  responses  for  each  individual  subject,  horizontal  bars  indicate  group 
medians. H.C. = Healthy Community (n = 20); LTBI ­ = LTBI ­ TB contacts (n = 20); 





had  the  highest  Rv3812 PE­PGRS ­specific  responses,  equivalent  to  the  active  TB 
clinical  group  (Fig.  3­9A),  and  significantly  higher  than  the  healthy  community 
(p = 0.005) and LTBI ­  contacts (p = 0.005) groups. The treated TB patients had the 
lowest  antibody  responses,  significantly  lower  than  all  the  other  four  groups. 


















































































Therefore,  Mtb­infected  subjects  had  the  highest  antibody  responses  to 
Rv3812 PE­PGRS  protein. However,  there was considerable variability within  each of 
the five groups (Fig. 3­9B). Like the Rv0978c responses, the responses to Rv3812 PE 




protein.  Against  the  PE  domain,  LTBI ­  contacts  gave  the  highest  responses, 
significantly  higher  than  healthy  community  (p  =  0.02)  and  LTBI +  contacts 
(p = 0.02)  groups.  Again,  the  distribution  of  the  individual  responses  to  this  PE 
domain showed relatively little variability (Fig. 3­9D), this may be because the PE 
domain is highly conserved. 

















LTBI + H.C.  LTBI ­  Active  Treated 
A. Rv3812 PE­PGRS 






























































IgG responses of  the 5 clinical groups  to  full­length Rv3812 PE­PGRS  protein and  its 
PE  domain.  (A,  C)  Group  medians  shown,  error  bars  indicate  75 th  and  25 th 
percentiles. Statistics by Mann­Whitney U test (non­parametric). (B, D) Distribution 
of  antibody  responses  for  each  individual  subject,  horizontal  bars  indicate  group 
medians. H.C. = Healthy Community (n = 20); LTBI ­ = LTBI ­ TB contacts (n = 20); 






et  al.,  1988;  Chiang  et  al.,  1997;  Foulds  and O'Brien,  1998)  and  this  antigen  has 
been  incorporated  into  commercial  test  kits  for  this  purpose.  We  used  38­kDa 
antigen  as  an  established,  immunodominant,  control  antigen  to  determine whether 
reactivity  in our panel of  sera would  relate to  the clinically predicted  level of Mtb 
infection in the different clinical groups. 
The treated TB and active TB groups had the highest antibody responses to 
38­kDa  antigen  (Fig.  3­10A),  the  treated  group  showing  significantly  higher 
responses  than  all  the  clinically  healthy  groups  –  community  (p  =  0.004),  LTBI ­ 
contacts (p = 0.01) and LTBI +  contacts (p = 0.048). The healthy community group 
had the lowest responses, significantly  lower than all  the  infected groups including 
the  LTBI +  contacts  (p  =  0.04)  and  active  TB  clinical  group  (p  =  0.02). Thus,  the 
clinical groups we studied showed levels of seroreactivity that were consistent with 
their level of immune exposure to Mtb. We also observed that responses in the three 
























































3.4.9  Correlation  of  antibody  responses  to  full­length  and  truncated 
Rv3812 PE­PGRS proteins 
Antibody responses to the full­length PE­PGRS proteins were clearly much 
higher  than  responses  to  the  respective  PE  domains  (Figs  3­8  and  3­9). A  simple 
explanation could be that there were more B cell epitopes in the longer protein. To 
test  this, we  investigated whether  in  each  individual,  reactivity  to  the  PE  domain 
was  proportional  to  the  reactivity  to  the  full­length  protein.  We  tested  this  with 









Fig.  3­11:  Correlations  between  responses  to  Rv3812 PE­PGRS  and  Rv3812 PE 




























































































We  therefore  subdivided  the  active  TB  group  into  four  subgroups 
(PEPGRS hi  PE hi ,  PEPGRS lo  PE lo ,  PEPGRS hi  PE lo  and  PEPGRS lo  PE hi )  and 
examined  their  severity  of  disease  (Table  3­4).  The  most  striking  difference  in 
extent of disease was  noted  in  the PEPGRS hi  PE lo  subgroup which contained only 
patients with moderate and advanced disease. Thus, within  the  limits of our  small 
sample,  the  patients  with  greater  extent  of  disease  were  those  with 













in  active  TB  patients.  Moderate  and  advanced  diseases  were  defined  based  on 
chest radiographic criteria given in Methods. Patients were divided into four groups 
based on their antibody responses to the full­length protein and PE domain. Median 
responses  to  Rv3812 PE­PGRS  (611.3  relative  OD  units/ml)  and  Rv3812 PE  domains 










recombinant  proteins  at  relatively  low  cost. High­level  expression  of  recombinant 
proteins  in  E.  coli  often  results  in  the  formation  of  insoluble  inclusion  bodies 
(Fahnert  et  al.,  2004).  These  inclusion  bodies  are  particles  of  aggregated  proteins 
found  in  both  the  cytoplasmic  and  periplasmic  spaces  of  E. coli  (Bowden  et  al., 
1991).  Its  formation  serves  to  protect  the  bacterium  against  the  toxicity  of  the 
foreign  protein.  However,  inclusion  bodies  containing  the  engineered  protein  can 
also  serve  as  a  means  of  segregating  the  desired  protein  from  the  native  host 
proteins. The difference in the size and density between inclusion bodies and other 
cellular  components  allows  isolation  of  inclusion  bodies  by  high­speed 
centrifugation (Georgiou and Valax, 1999). Inclusion bodies are biological inactive, 
requiring  downstream  solubilisation,  refolding,  and  purification  procedures  to 
recover  the  functionally  active  products  (Rudolph  and  Lilie,  1996;  Vallejo  and 
Rinas, 2004). Proteins can be expressed at high level in inclusion bodies, and could 
make  up  >  30  %  of  the  cellular  proteins.  Inclusion  bodies  are  protected  from 
proteolytic  degradation  by  cellular  proteases,  and  therefore,  higher  amounts  of 
stable  proteins  can  be  expected.  As  they  are  almost  exclusively  consisting  of  the 
over­expressed  proteins,  fewer  purification  steps  are  required  to  obtain  pure 
recombinant proteins. The inclusion bodies obtained after cell­lysis and high­speed 
centrifugation  are  easily  solubilised  using  denaturant  agents  such  as  urea  or 




proteins  by  dialysing  to  remove  the  denaturant.  In  the  present  study,  this  method 
was  successful  in  generating  a  high  yield  of  recombinant  proteins  which  were 
strongly  recognised  by  human  serum  antibodies  from  TB  infected  patients, 
suggesting that the proteins generated were biologically relevant. 









Gly­Ala  repeats  in  the  PGRS  domain  of  Rv3812 PE­PGRS ,  in  contrast  to 
Rv0978c PE­PGRS  protein. This may  account  for  the  differences  in  sero­reactivity  of 
TB patients to these two PE­PGRS proteins. 
The  Rv0978c PE­PGRS  protein  was  less  immunogenic  than  Rv3812 PE­PGRS 
protein,  in  terms  of  eliciting  antibody  responses,  even  in  the  TB  infected  groups 
(Figs.  3­8  and  3­9).  This  is  despite  the  fact  that  Rv0978c PE­PGRS  is  reportedly 
expressed in vivo during Mtb infection in mice (Talaat et al., 2004; Srivastava et al., 
2007), and up­regulated within  IFN­g­activated macrophages  (Schnappinger  et al., 





of  Mtb  H37Rv  strain  using  rabbit  anti­Rv3812 PE­PGRS ­specific  antibody,  but  the 
location  of  the  Rv0978c PE­PGRS  protein  is  unclear.  The  in  silico  trans­membrane 
prediction  (TMpred)  analysis  of  Rv0978c PE­PGRS  predicts  the  presence  of  four 
trans­membrane helices at amino acid positions 152 – 177, 189 ­ 209, 231 – 253 and 
256 – 279, suggesting that this protein  is  likely to be expressed on the cell wall or 
cell  membrane  of  mycobacteria.  PE­PGRS  proteins  are  known  to  share  common 
epitopes,  since  antibodies  raised  against  some  PE­PGRS  proteins  cross­react with 
other PE­PGRS proteins (Banu et al., 2002). The overall low reactivity of sera from 
all  clinical  groups  towards Rv0978c PE­PGRS  protein  is  consistent with  non­specific 
reactivity  towards  PE­PGRS  domains  of  any  of  the  highly  homologous Mtb  PE­ 
PGRS  proteins.  The  failure  to  detect  distinctly  higher  antibody  responses  in  the 
Mtb­infected  clinical  groups  could  mean  that  this  protein  does  not  induce  B  cell 
responses,  or  is  not  expressed  in  humans  during  infection,  or  that  clinical  strains 




In  contrast,  Rv3812 PE­PGRS  antibody  responses  of  the  five  groups  were 
distinctly different (Fig. 3­9A). The significantly higher level of antibody responses 
observed  in  the Mtb­infected groups  (latent  and  active TB groups),  as opposed  to 
the  clinically  healthy  groups  (healthy  community,  LTBI ­  contacts  and  treated  TB 
groups) suggests  that the  immune recognition of  this protein  is associated with the 
acute  response  to  infection.  This  parallels  the  observations  with  Rv3367 PE­PGRS 




antibodies. The  low  antibody  responses  in  the  treated TB group  could  be because 
the protein is expressed only in the early stages of infection. The M. marinum gene 
mag24  is  homologous  to  rv3812  of Mtb,  and  the  former  is  selectively  expressed 
during replication in macrophages and persistence in granulomas (Ramakrishnan et 
al.,  2000).  Rv3812 PE­PGRS  may  have  a  similar  role  in  Mtb.  The  high  levels  of 
Rv3812 PE­PGRS ­specific antibodies in infected individuals (latent and active TB) are 
consistent  with  the  possibility  that  this  protein  is  expressed  during  both  Mtb 
dormancy  and  active  replication  within  the  macrophages.  However,  it  cannot  be 




PE­PGRS  protein  is  consists  of  a  highly  conserved  PE  domain,  and  a 
Gly­Ala  containing  PGRS  domain.  It  is  well­known  that  there  can  be  significant 
homology in the PE domains between members of the PE­PGRS family, and this is 
the  reason  for  their  classification  as  a  family,  within  a  larger  family  of  the  PE 
proteins  found  in Mtb. The PGRS domains of  family members are known  to have 
varying repeated units of GGA or GGX sequences but the variability in this domain 









members  against  Rv3812 PE  domain  shows  that  a maximum  homology of  53 %  is 
found  between  Rv3812 PE  and  Rv1983 PE  domains,  and  the  mean  percentage 
homology between Rv3812 PE  domain with  the  other  59  family members  is  37 %. 
This  suggests  that  the  likehood of other PE­specific antibodies cross­reacting with 
Rv3812 PE domain is relatively low. 
The  seroreactivity  of  Rv0978c PE­PGRS  and  Rv3812 PE­PGRS  proteins  were 
carried  out  using  the  same  set  of  human  plasma.  We  showed  that  there  was  a 
negligible  response  to  Rv0978c PE­PGRS  protein,  but  a  10­fold  higher  antibody 
response to Rv3812 PE­PGRS protein. In addition, there was no difference between the 





of  our  plasma  panel  to  the  two  different  proteins  to  be more  similar.  In  addition, 
seroreactivity  to  Rv3812 PE  domain  is  much  lower  than  Rv3812 PE­PGRS  protein, 
suggesting  that  antibody  response  is  directed  largely  against  the PGRS domain of 
this  protein.  Since  the  PGRS  domain  of  Rv3812 PE­PGRS  protein  contains  only  two 
GGX motifs, which makes  it  an  atypical  PE­PGRS  protein,  these GGX  repeating 
motifs are very unlikely to be a source of cross­reactivity within the family. 
The  testing  of  our  plasma panel  against  a  non­related Mtb  38­kDa  antigen 







response.  The  above  pieces  of  evidence  jointly  support  our  contention  that  the 




It  is observed  that although  the healthy community and LTBI ­ TB contacts 
have  significantly  lower  median  anti­Rv3812 PE­PGRS  levels  than  the  LTBI +  TB 
contacts, the difference  in magnitude of responses between these groups was quite 
small.  There  are  several  reasons  for  this.  An M.  bovis  BCG  protein  identical  to 
Rv3812 PE­PGRS  exists. All BCG­vaccinated persons are likely to have been exposed 
to  BCG  proteins,  and  therefore,  are  not  immunologically  naïve  to  Rv3812 PE­PGRS . 
Since  the majority of  the subjects  in our healthy  community group and household 
TB contacts (LTBI ­ and LTBI + TB contacts) were BCG vaccinated, this accounts for 
the high levels of anti­Rv3812 PE­PGRS antibodies observed in the healthy community 
and  LTBI ­  TB  contacts.    In  spite  of  this,  the  median  response  of  the  LTBI +  TB 
contacts were still significantly higher than both the healthy community and LTBI ­ 
TB  contacts,  suggesting  that  the  in  vivo  expressed  Rv3812 PE­PGRS  protein  during 





Another  possible  reason  for  the  failure  to  observe  negligible 
anti­Rv3812 PE­PGRS  antibodies  in both the healthy community group and LTBI ­ TB 
contacts may  be  due  to  these  two  groups  having  prior  exposure  to Mtb  or LTBI, 
which  is not detected by our ex vivo T cell  reactivity assay using ESAT­6/CFP10. 
Hoff  and  colleagues  have  shown  in  human  studies  conducted  in  TB  endemic 
countries, that it is common to observe considerable overlap of TB­specific antibody 




ESAT­6 observed  in  the  healthy community controls  reflect prior exposure to and 
infection with Mtb, which  is  not  necessarily  detected  clinically  or  by  the ESAT­6 
interferon­gamma  release  assay  (IGRA).  Results  of  ESAT­6  IGRA  assay  used  to 
detect  LTBI  are  known  to  be often  discordant with  the  antibody  responses  to  the 
same  antigen,  even  in  countries  with  low  TB  endemicity.  They  suggest  that  it  is 
likely due to the cellular and humoral responses having either different development 
kinetics  or  different  requirements  (e.g.  antibodies  may  arise  from  boosting  by 
frequent  exposure).  Their  studies  reveal  that  the median  levels  of  response  in  the 
community  controls  to  ESAT­6  antigen  vary  according  to  the  TB  endemicity  in 
three  different  countires  studied,  even  though  the  specificity  of  the  anti­ESAT­6 
antibody response  is  not  in  doubt,  because  the  antibody  responses  are  nonetheless 
higher  in  the  infected  group  than  uninfected  group  in  every  setting.  The  paper 
clearly  illustrates  that  the  failure  to  see  negligible  responses  in  the  healthy 






anti­Rv3812 PE­PGRS  antibody  responses  in  the  healthy  community  and  LTBI ­  TB 
contacts may be a result of antigen boosting by repeated vaccination or subsequent 
Mtb exposure as well. 
As  a  consequence  of  the  extensive  overlap  of  seroreactivities  to  most  TB 
proteins in TB endemic countries, all such humoral studies have used statistical tests 
of  significance  to  define  if  there  is  a  difference  between  two  clinical  groups.  A 
similar statistical approach using the non­parametric Mann­Whitney test to compare 
between groups was used in our study. Although the absolute difference in median 
responses  observed  between  the  healthy  (healthy  community,  LTBI ­  TB  contacts 
and treated TB group) and the diseased (LTBI + TB contacts and Active TB group) 
groups (Fig 3­9) is not very large, it does not invalidate our conclusion that there is 
a  statistically  significant  difference  between  the  clinical  groups.  The  small 
difference merely suggests that this test, at least in  its present format, is  less useful 
in diagnosing TB in an endemic country. This  is perhaps one of the reason why till 
today,  none  of  the  commercially  available  antibody  assays  are  regarded  as  gold 
standards for clinical TB diagnosis,  in spite of their  impressive performance in low 
endemicity  countries.  However,  it  should  be  noted  that  further  extensive  tests  of 









elicit  good  antibody  responses  in  those with  active  pulmonary  TB  (Zanetti  et  al., 
2005). In our  study,  there was a  fair degree of  intra­group variability  in  responses 
towards Rv0978c PE­PGRS  protein (Fig. 3­8B), raising the possibility that this may be 
one  of  the  PE­PGRS  proteins  which  generates  antigenic  variability  in  Mtb,  from 
altered expression of  this protein  in  some clinical  strains. Deletions and  insertions 
occurring  in  the  Gly­Ala­rich  repetitive  region  of  the  PGRS  domain  have  been 
observed  in  certain PE­PGRS genes  in M.  tuberculosis  and M.  bovis  (Betts  et  al., 
2000;  Gordon  et  al.,  2001).  The  relatively  lower  variability  in  responses  to 
Rv3812 PE­PGRS  protein (Fig. 3­9B) might be due to the relative lack of Gly­Ala­rich 
repeats  in  the  PGRS  domain  of  Rv3812 PE­PGRS ,  and  therefore  the  reduced 
susceptibility of its PGRS domain to undergo genetic variation. 
Serological  studies  of  TB  patients  have  demonstrated  the  presence  of 
antibodies reactive to the PGRS domain of PE­PGRS proteins encoded by rv1759c 
and  rv3367  (Espitia  et al., 1999; Singh et al., 2001). Studies by Delogu show that 
the full­length Rv1818c PE­PGRS  protein  is  immunogenic  in mice and elicits humoral 
responses,  but  its  PE  domain  elicits  mainly  cellular  immune  responses  when  not 
associated  with  PGRS  (Delogu  and  Brennan,  2001).  Consistent  with  those 
observations, we also find that both the full­length PE­PGRS proteins yielded much 
better  antibody  responses  than  their  respective  PE  domains,  particularly  for 
Rv3812 PE­PGRS .  Thus,  the  humoral  response  to  this  protein  was  mainly  directed 
towards epitopes in the PGRS domain. The lack of differences between infected and 
non­infected  persons  in  antibody  responses  towards  PE  domains  of  both  proteins 




unrelated  to  bacterial  load.  However,  since  anti­Rv3812 PE  and  anti­Rv3812 PE­PGRS 
responses  were  generally  correlated  in  magnitude  (Fig.  3­11),  anti­PE  antibodies 
may  be  contributing  partially  to  the  response  to  full­length  protein.  The  notable 
exception to this correlation was the active TB group (Fig. 3­11D). Moreover, those 
active TB patients with antibodies recognising epitopes in the full­length PE­PGRS 
protein,  but  not  in  the  PE  region,  had  a  disproportionately  high  percentage  with 
advanced  disease  (Table  3­4).  Thus,  although  the  anti­Rv3812  response  appears 
largely  directed  towards  the  PGRS  domain,  a  relative  lack  of  response  to  the  PE 
domain  may  be  linked  to  greater  disease  susceptibility.  However,  a  causative 
relationship cannot be directly inferred. 
The specific antibody  response  is  relevant  to  the underlying host  immunity 




antibody  responses,  the  active  TB  group  showed  similar  levels,  and  both  were 
significantly higher than the healthy community. This concurs with others showing 
that  IgG  levels  against  the  38­kDa  antigen was  significantly  different  between  the 
TB and healthy control groups, and responses increased two months after treatment 
(Lee  et  al.,  2008).  This  data  showing  levels  of  seroreactivity  to  an  established 
immunodominant  Mtb  antigen  consistent  with  clinical  status  of  the  patient,  in 
accordance with published work, demonstrate that the nature of anti­mycobacterium 








38­kDa  antigen,  whereas  the  treated  TB  group  reacted  most  strongly  to  38­kDa 
antigen  but  least  to  Rv3812 PE­PGRS  (Figs  3­9A  and  3­10A).  This  suggests  that 
reactivity  to  38­kDa  antigen  increases  with  duration  of  Mtb  exposure,  whereas 
seroreactivity to Rv3812 PE­PGRS  is an acute response. Perhaps the 38­kDa antigen is 
continuously  secreted by  the  bacteria within  the  host,  but Rv3812 PE­PGRS  could  be 
expressed  mainly  during  early  infection.  Notably,  since  84%  of  LTBI +  contacts 
produced  anti­Rv3812 PE­PGRS  antibodies  above  the  median  level  in  the  active  TB 









PGRS  domain;  however,  dissociation  of  responses  to  the  Rv3812 PE  and 
Rv3812 PE­PGRS  proteins  was  linked  to  those  active  TB  cases  with  relatively  more 
extensive  disease.  Overall,  these  data  indicate  that  the  PE­PGRS  proteins  of Mtb 




















expression  of  ubiquitin  fusion  constructs  of  either  full­length  Rv0978c PE­PGRS 
protein or its PE domain in HeLa cells, the former was markedly less susceptible to 
proteasomal  degradation.  When  peptides  of  varying  glycine  and  alanine  content 
from  different  PE­PGRS  proteins  were  fused  to  the  N­terminus  of  SIINFEKL 
peptide,  the  alanine­rich  fusions  elicited  lower  interleukin­2  responses  in  a 
SIINFEKL­specific CD8 + T cell line, with a corresponding decrease in lysis of cells 
presenting  such  peptides.  When  CD8 +  T  cells  from  Mycobacterium  bovis 
BCG­immunised mice were stimulated with either full­length Rv3812 PE­PGRS protein 
or  its  PE  domain,  the  former  exhibited  a  lower  level  of  cytotoxicity  against 
BCG­infected  macrophages.  These  results  highlight  elements  within  PE­PGRS 
proteins  which  result  in  reduced  degradation  and  cytotoxic  CD8 +  T  cell  immune 







Whether  in  active  disease  or  latent  infection,  the chronicity  of  tuberculosis 
(TB)  infection  is  related  to  the  ability  of  Mycobacterium  tuberculosis  (Mtb)  to 
maintain  a  persistent    intracellular  existence  in  the  host,  despite  immune 
surveillance  (Flynn  and  Chan,  2001).  It  is  therefore  likely  that  the  pathogen  has 
evolved ways of evading immune detection. Cellular immunity against TB infection 
involves both activation of infected macrophages to kill intracellular Mtb, and direct 
lysis  of  infected  host  cells  by  NK  cells  and  CD8 +  T  cells.  Primary  CD8 +  T  cell 
recognition of mycobacterium­infected cells  is dependent on the bacterial antigens 
being presented via major histocompatibility complex (MHC) class I pathway.  Here, 
we  investigate how specific motifs  in  the Mtb PE­PGRS proteins  subvert  the host 
cellular  antigen  processing  mechanism  to  evade  presentation  to  CD8 +  T 
lymphocytes via the MHC class I pathway. 
One  factor  affecting  proteolytic  stability  of  proteins  is  the  presence  of  a 
destabilising  N­terminal  residue  and  an  internal  lysine(s),  which  is  the  site  of 
covalent conjugation with ubiquitin (Ub) or a poly­Ub chain. The N­end rule relates 
the  in  vivo  half­life  of  a  protein  with  the  identity  of  its  N­terminal  amino­acid 
residue  (Varshavsky,  1996).  This  was  uncovered  by  studying  Ub  fusions  with  a 
reporter  green­fluorescent  protein  (GFP)  (Bachmair  et  al.,  1986;  Dantuma  et  al., 
2000). The ubiquitin­specific proteases (UBPs) cleave ubiquitin off  the  fusion, and 
the  N­terminal  residue  is  exposed.  If  the  N­terminal  residue  of  GFP  is  a 







Intracellular  pathogens  produce  their  proteins within  the  cytoplasm of  host 
cells; these proteins are degraded by the host cell proteasome and loaded onto MHC 
class  I  molecules  for  presentation  to  antigen­specific  CD8 +  T  lymphocytes. 
Degradation  of  endogenous  proteins  by  UPD  proteolysis  is  important  for  such 
antigen  processing  (Rock  and  Goldberg,  1999).  As  antigen  recognition  by  CD8 + 
cytotoxic  T  lymphocytes  (CTLs)  is  MHC  class  I­restricted,  reduced  antigen 
processing  will  have  a  direct  impact  on  antigen  recognition  by  these  cells  and  is 
expected to reduce their lytic activity against the infected host cells. 
Epstein­Barr virus nuclear antigen 1  (EBNA1)  is one of nine viral proteins 
expressed  in  latently  infected  EBV­transformed  immunoblasts  (Masucci  and 
Ernberg,  1994).  This  protein  is  involved  in  the maintenance  of  viral  episomes  in 
infected  cells,  and  it  is  the  only  viral  protein  regularly  expressed  in  all 
EBV­associated  malignancies.  EBV  isolates  contain  different  lengths  of  Gly­Ala 
repeats (Dillner et al., 1984), and the Gly­Ala repeat is thought to play a role in the 
immune  evasion  of EBV­infected  cells  by  excluding  an  important  potential  target 
from antigen  presentation. CTLs  specific  for EBNA1­peptides  are  present  in  high 
frequency during primary EBV infection and in healthy virus carriers (Blake et al., 
1997),  suggesting  that  EBNA1­expressing  cells  may  be  targeted  for  killing. 
However,  EBNA1­specific  CTLs  fail  to  recognise  cells  expressing  endogenous 






through  the  MHC  class  I  pathway  prevents  the  altered  protein  from  antigen 
processing, and subsequently, affects antigen presentation (Levitskaya et al., 1995). 
The presence of  the  long  internal Gly­Ala  repeat also protects EBNA1  from UPD 
proteolysis in vitro (Levitskaya et al., 1997). 
Like EBV  infections, TB  is  also  a  chronic  intracellular  infection,  thus  it  is 
conceivable  that  Mtb  has  similar  ways  of  avoiding  immune  recognition.  The 
PE­PGRS  protein  family,  unique  to  mycobacteria  (Cole  et  al.,  1998),  shows 





of each Mtb strain  is highly variable.  It  is unclear whether Mtb PE­PGRS proteins 
would also confer protection against antigen processing by the host proteasome in a 
similar manner. 
This  study  investigated  the  hypothesis  that Mtb  PE­PGRS  proteins  inhibit 
ubiquitin­proteasome­dependent  degradation,  and  therefore,  the  presentation  of 
these mycobacterial  antigens  to T  cells  is  limited. This work was  focused on  two 
members  of  the  PE­PGRS  family,  encoded  by  rv0978c  and  rv3812.  They  were 
chosen because the PGRS domain of the Rv0978c PE­PGRS protein is Gly­Ala rich, in 
common with most of the PE­PGRS family members, and Mycobacterium marinum 




(Ramakrishnan  et  al.,  2000).  The  results  suggest  that  the  full­length  PE­PGRS 










20 μg/ml  kanamycin  (Sigma)  or  100  μg/ml  ampicillin  (Sigma)  when  required  to 
maintain  plasmids. M.  bovis BCG was  grown  in Middlebrook 7H9 broth or 7H10 
solid  media  (Difco)  containing  0.05  %  Tween­80,  and  supplemented  with  10  % 
Middlebrook oleic acid, albumin, dextrose and catalase enrichment (OADC; Difco). 
Before each use,  the BCG cells  in  broth cultures were washed  twice  in phosphate 
buffered  saline  (PBS)  containing  0.05  %  Tween­80,  and  passed  through  a  29G 
needle to remove aggregates. Bacteria counts were estimated by spectrophotometry 








Fig.  4­1:  Plasmid  map  of  eukaryotic  expression  vector  pcDNA3.  The  human 
cytomegalovirus  promoter  (CMV  pro)  permits  efficient  high­level  expression  of 
recombinant  protein.  Bovine  growth  hormone  poly­adenylation  signal  (BGH­PA) 
allows  efficient  transcription  termination  and  poly­adenylation  of  mRNA.  The 
ampicillin  resistance  gene  (amp)  acts  as  a  selection  marker  in  E.  coli.  The  pUC 
origin  of  replication  allows  the  replication  of  high­copy  number  of  plasmids  in 
E. coli.  The  neomycin  gene  (neo)  allows  the  generation  of  stable  transfectants  in 
eukaryotic cells in the presence of antibiotic, G418. 
4.3.3 Amplification of genes via Polymerase Chain Reaction 
Polymerase  chain  reaction  (PCR)  amplification  of  genes  encoding  eGFP 
(from pEGFP­N1, Clontech), double copies of haemagglutinin (2HA) and ubiquitin 
gene with  different N­end  rule  codons  (UbX) was  performed  using  Expand High 
Fidelity PCR system polymerase kit (Roche) under the following conditions: 10 ng 
of template, 5 μl of 10 x buffer, 3 μl of MgCl2, 2 μl of 10 mM dNTPs, 1 μl each of 
the  1 μM  forward  and  reverse  primers  (Table  4­1),  0.25  μl  of  high­fidelity 


































sequencing  described  below,  after  removal  of  excess  PCR  reactants  with  PCR 
purification kit (Qiagen). The reaction mixture contained 4 μl of Terminator ready 


























































The  10  μl  volume  of  PCR  products  was  transferred  into  a  fresh  tube 
containing 80 μl of ethanol/sodium acetate solution (3 μl of 3 M sodium acetate at 
pH  4.6,  62.5 μl  non­denatured  95  %  ethanol,  and  14.5  μl  distilled  water).  The 
mixture  was  mixed  gently  and  incubated  at  room  temperature  for  15  min  to 
precipitate  DNA.  The  tube  was  centrifuged  at  15,000  x  g,  10  min  at  room 
temperature, and the supernatant was discarded. A 500 μl volume of 75 % ethanol 
was added and centrifugation performed at 15,000 x g, 5 min, at room temperature. 
The supernatant was discarded,  and  the pellet was dried  in a  vacuum concentrator 






The  plasmid  constructs  (pcDNA3­UbX­2HA­eGFP)  with  genes  encoding 
ubiquitin containing an N­end rule amino acid ‘X’ (Gly, Pro or Arg), two copies of 
haemagglutinin  and  eGFP was  constructed  as  follows. The ubiquitin  open  reading 
frame  (ORF)  was  cloned  in  HindIII  and  BamHI  sites  of  pcDNA3  to  obtain 
pcDNA3­UbX. A double copy of the haemagglutinin gene was cloned in the BamHI 
and  EcoRV  sites  of  pcDNA3­Ub­X  to  obtain  pcDNA3­UbX­2HA.  The  gene 
encoding eGFP was cloned  in the EcoRV and ApaI sites of pcDNA3­UbX­2HA to 
obtain  pcDNA3­UbX­2HA­eGFP  (Fig.  4­2).  An  EcoRI  restriction  site  was 
introduced into this construct to allow the replacement of the eGFP encoding gene 
with genes encoding Rv0978c PE / PE­PGRS . 















In  the case of genes encoding Rv0978c PE  or Rv0978c PE­PGRS  proteins, PCR 




The  gene  encoding  Rv0978c PE­PGRS  protein  was  amplified  by  PCR  using 
5’ Rv0978c  and  3’  Rv0978c  primers  and  genomic  DNA  from  M.  tuberculosis 
H37Rv  as  the  template.  The  gene  encoding  the  truncated  Rv0978c PE  protein  (i.e. 
Rv0978c1­94aa)  was  amplified  by  PCR  using  the  5’  Rv0978c  primer  and 
3’ Rv0978cPE  primer  containing  a  “TGA”  stop  codon  to  obtain  the  PE  domain 
alone.  EcoRV  and  EcoRI  restriction  enzymes  were  used  to  liberate  the 
eGFP­encoding gene from pcDNA3­UbX­2HA­eGFP plasmid to replace it with the 
full­length  or  truncated  rv0978c  gene  to  obtain  pcDNA3­UbX­2HA­Rv0978c PE  / 
PE­PGRS expression vectors. 
4.3.7 In vitro transfection 
HeLa  cells  (ATCC)  were  maintained  in  75  cm 2  flasks  using  DMEM­10 
comprising Dulbecco’s  modified  Eagle’s Medium  (DMEM;  Sigma)  supplemented 
with  10  %  foetal  calf  serum  (FCS,  Biological  Industries).  One  day  prior  to 
transfection, 3 x 10 5 HeLa cells were seeded per well overnight  in a six­well plate 
(Nunc) till 90 – 95 % confluent, then HeLa cells were washed once in fresh medium. 
The  optimal  transfection  ratio  was  determined  to  be  2  μg  plasmid  DNA  to  4  μl 








DMEM­20  was  added  to  the  culture  medium.  In  some  experiments,  cells  were 





centrifuged  at  600  x  g  for  6 min  at  room  temperature.  The  supernatant  was 
discarded,  and  cell  pellet  was  lysed  with  40  μl  of  Cell  Lysis  Solution  (25  mM 




Western  blot  was  performed  as  described  in  Chapter  3,  Section  3.3.1.17 
using 0.1 μg/ml mouse monoclonal anti­GFP antibody (clone B­2, Santa Cruz) and 













100  μl  of  lysis  buffer  as  described  above.  Mouse  monoclonal  anti­HA  antibody 
(40 μg/ml; Roche) was added to the cell  lysate for 3 h incubation, shaking, at 4 ºC. 
HNTG  buffer,  consisting  of  20 mM  HEPES  (pH  7.5),  0.1  %  v/v  TritonX­100, 
150 mM NaCl, 10 % v/v glycerol, was prepared. One hundred microlitres of Protein 
A­sepharose beads (50 % w/v in HNTG buffer; Sigma) was added for a further 1 h 
incubation  under  the  same  conditions,  with  occasional  mixing.  The  tube  was 
centrifuged at 3,000 x g, 4 ºC for 2 min. The  immunoprecipitate was washed with 
1 ml  of  ice­cold  HNTG  buffer,  and  centrifuged  again  under  the  same  conditions. 
Washing was performed three times in total. The pellet was resuspended in 20 μl of 
Laemmli  sample  buffer  (0.125 M Tris­HCl;  pH  6.8,  20 %  v/v  glycerol,  4 % w/v 
SDS,  0.2  %  v/v  β­mercaptoethanol,  0.001  %  w/v  bromophenol  blue),  and  the 
sample  was  treated  at  95  ºC  for  5  min.  The  supernatant  was  collected  after 
centrifugation  at  12, 000  x g  for  30  sec  at  room  temperature,  for  Western  blot 








activation  after  co­culture  with  DC2.4  cells  (Shen  et  al.,  1997)  presenting  MHC 
class I­SIINFEKL  peptide  complexes.  Both  cell  lines  were  maintained  in  75  cm 2 
flasks using RPMI 1640 medium supplemented with 2 mg/ml L­glutamine (Sigma) 
and 10 % FCS (RPMI­10), at 37 ºC in humidified air containing 5 % CO2. Viable 
cells,  determined  by  exclusion  of  0.4 %  Trypan  blue  dye,  were  counted  using  a 
haemocytometer. DC2.4 cells were seeded at 5 x 10 4 per well in 1 ml of RPMI­10 in 
a 24­well  tissue culture plate (Nunc)  for 3 h to allow adherence. The medium was 
replaced  with  300  μl  of  fresh  RPMI­10  and  synthetic  peptides  (1  or  10  μM/ml; 
Invitrogen) were added for 4 h to allow peptide uptake. Subsequently, 5 x 10 5 B3Z 
T  cells  were  added  for  co­culture  with  the  DCs  (lymphocyte­DC  ratio  10:1).  In 
control wells,  PBS­pulsed DC2.4  cells were  used  in  the  co­culture. The plate was 
centrifuged at 240 x g for 5 min to maximise cell­cell interaction, and incubated for 
16 h  before collecting supernatants. After  centrifugation at 600 x g  for 5 min,  the 
cell­free  supernatants  were  stored  at  ­80  ºC  till  required  for  interleukin­2  (IL­2) 
cytokine measurement. 
4.3.10 Enzyme­linked immunosorbent assay for IL­2 measurement 
IL­2  enzyme­linked  immunosorbent  assay  (ELISA)  kit  (BioLegend)  was 
used  according  to  manufacturer’s  instructions.  Briefly,  the  anti­IL­2  capture 
antibody (diluted 1:200 in Coating Buffer supplied) was coated overnight in 100 μl 
within 96­well flat bottom polystyrene high bind microplates (Corning) at 4 ºC. The 
wells were washed  4  times  at  1 min  intervals with  200  μl  of Wash Buffer  (PBS, 
0.05 % v/v Tween­20). Following this, 200 μl of Assay Diluent (supplied in the kit) 
was added for 1 h incubation to block non­specific binding, then the plate washed as 







detection antibody  (diluted 1:200) was  added  into  each well  for  1  h  incubation  at 
room  temperature.  The  plate was washed  again  4  times,  then  100  μl  avidin­horse 
radish peroxidase enzyme conjugate (diluted 1:1000) was added for 30 min at room 
temperature.  A  final  plate  wash  5  times  was  followed  by  adding  100  μl  of  the 
substrate  supplied  (TMB)  for  15 min  in  the  dark.  The  reaction was  stopped with 
50 μl  of  1  N  HCl  then  the  microplates  were  read  within  10  min  at  wavelength 





L­929  cells  (ATCC) were  used  to  obtain  conditioned media.  The  cell  line 




confluent  and  starting  to  lift  off,  the  cell­free  culture medium was  harvested  after 
centrifugation at 600 x g for 5 min, filtered and stored at ­80 ºC. 










every  two  days  by  collecting  the  cell  suspension  for  centrifugation.  On  day  6, 
10 % L929  conditioned  medium,  generated  as  described  above,  was  added  to  the 
DMEM­10 for a final two days, and the adherent BMDM collected. 
To  generate BMDCs,  the  bone marrow  cells were  resuspended  in  5 ml  of 
DMEM­20  containing  20  ng/ml  murine  granulocyte­monocyte  colony  stimulating 
factor (GM­CSF; R&D Systems) in a 35 mm 2  sterile petri dish. After the first 24 h, 
the  non­adherent  cells were  transferred  to  a  fresh  petri  dish. On  day  2  and  day  5 
after  the  start  of  culture,  half  the  cell  culture  volume  was  replaced  with  fresh 
DMEM­10 with 20 ng/ml GM­CSF. Cells were harvested on day 7 for cytotoxicity 
experiments.  Prior  to  use,  1 x 10 6  cells  were  stained  with  fluorescent­conjugated 
anti­CD11c  antibody  (Biolegend),  and  subjected  to  analysis  by  flow  cytometry  to 
determine the percentage of dendritic cells. 
4.3.12 Murine immunisation and cell preparation 
Female  BALB/c  mice  (8­10  weeks  old)  were  obtained  from  Biopolis 
Resource Centre (BRC) and maintained in the departmental animal facility, housed 




were  carried  out  according  to  the  institutional  ethical  committee  guidelines  for 
animal experimentation. 
Mice  were  injected  intraperitoneally  with  1  x  10 6  live  BCG  suspended  in 
100 μl of PBS, and sacrificed 4 days later. Their spleens were homogenised using a 
40 μm cell strainer (BD Falcon) to obtain single cell suspensions in RPMI­10, then 
RBC  lysis  performed  as  described  previously  (Section  4.3.11).  The  splenocytes 
were then subjected to negative selection for enrichment of CD8 + T cells as follows. 







of  MACS  running  buffer  was  added  per  tube,  and  cell  pellets  obtained  upon 
centrifugation  at  350  x g  for  10 min  at  room  temperature.  After  resuspension  in 
500 μl  of  MACS  running  buffer,  the  cells  were  sorted  magnetically  using  the 




Autologous  splenic  macropahges  were  obtained  from  the  positively  selected  cell 





After  3  h,  wells  were  washed  once  with  1  ml  of  culture  medium  to  remove 
non­adherent cells, and the CD8 + T cells described above were added to the adhered 
splenic  macrophages.  Either  Rv3812 PE  or  Rv3812 PE­PGRS  recombinant  proteins  at 
1 μg/ml  (generated  as  described  in  Chapter  3,  Section  3.3.1)  and  10  μg/ml  of 
Polymyxin  B  (Sigma)  for  endotoxin  inactivation  were  added  for  2  days  of 
incubation.  At  the  same  time,  peritoneal  macrophages  from  the  same  mice  were 




For  the  cytotoxicity  assay  involving  peptide  presentation  to  B3Z  cells  by 
BMDM, BMDM (5 x 10 4  per well) were  first  seeded  in 200 μl of DMEM­10  in a 
96­well U­bottom  tissue  culture  plate  (Nunc)  for 3  h  to  allow  the macrophages  to 
adhere.  The  medium  was  then  replaced  with  200  μl  of  fresh  DMEM­10  with 
1 μg/ml  of  various  peptides  for  16  h  culture  to  allow peptide  uptake. B3Z T  cells 
were washed once with phenol­red free RPMI­2 (Invitrogen). Peptide sequences are 
given  in Table 4­3. The peptide­pulsed BMDM were  likewise washed once  in  the 
same medium and the two cell types co­cultured by transferring 5 x 10 5 B3Z cells to 
the BMDM wells  (effector:target cell  ratio of 10:1) with a  final  volume of 200 μl 
per  well.  The  culture  plate  was  centrifuged  at  240  x  g  for  5  min  to  maximise 
cell­cell interaction before 16 h incubation. 
For  the  cytotoxicity  assay  involving  presentation  of  Rv3812 PE­PGRS  by 




2­day  antigen­stimulated  CD8 +  T  cells  were  washed  once  with  phenol­red  free 






lymphocytes  alone  were  set  up.  To  achieve  maximum  release  of  lactate 
dehydrogenase (LDH) in target macrophages (‘target maximum’), some wells with 
macrophages  alone  were  vigorously  scraped  to  dislodge  and  lyse  the  cells.  The 
macrophage  cell  lysate  was  subjected  to  several  freeze­thaw  cycles  alternating 
between  liquid nitrogen and a 37 ºC water bath to ensure complete cell  lysis.   The 
tube was then centrifuged at 15,000 x g for 5 min to remove cell debris. Other wells 
with  macrophages  alone  were  not  lysed,  and  used  to  determine  the  ‘target 
spontaneous’ release of LDH. Wells with lymphocytes alone were used to determine 
‘effector spontaneous’ LDH levels. 
The  culture  plate was  centrifuged  at  240  x  g  for  5 min  to  obtain  cell­free 
supernatants.  From  each  well,  50  μl  of  supernatant  was  transferred  into 
corresponding  wells  in  a  fresh  96­well  flat­bottom  microplate  (Nunc).  The  LDH 
substrate  (CytoTox  96 ®  Non­Radioactive  Cytotoxicity  Assay,  Promega)  was 
warmed to 37 ºC, and 50 μl added to each well. The plate was incubated in the dark 
for 10 min at room temperature, and 50 μl of the ‘stop solution’ (provided in the kit) 



















We  first  generated  three  chimeric  HA­tagged  ubiquitin­eGFP  fusion  proteins  to 
study their proteolytic stability when expressed transiently in HeLa cells. An eGFP 
fusion  protein  expected  to  be  highly  susceptible  to  degradation  by  the N­end  rule 
has an N­terminal arginine  (R) and downstream  lysines  in positions 15 and 17  for 
poly­ubiquitination.  We  therefore  constructed  Ub­R­eGFP  as  an  unstable  fusion 
protein.  When  expressed  in  mammalian  cells,  Ub  will  be  removed  by  the 
Ub­specific proteases, exposing the arginine residue at the N­terminus of the eGFP 
fusion.  A  similar  construct  designed  with  a  proline  (P)  residue  at  position  1 
(Ub­P­eGFP)  is  expected  to  be  relatively more  stable  and  the Ub­G­eGFP  fusion, 
that upon Ub cleavage does not expose a degradation signal,  is  therefore, expected 





Fig.  4­3:  Ubiquitin  fusions  for  targeting  eGFP  or  PE­PGRS  proteins  for 
proteasomal  degradation.  The  figure  shows  a  schematic  representation  of  the 
fusion  constructs  used,  with  an  emphasis  on  the  alternative  N­terminus  residues 




GFP  fusions  were  used  initially  to  verify  the  rank  order  of  proteolytic 
stability  of  proteins  bearing  different  amino­acids  at  position  1,  as  previously 
demonstrated  by  others  (Dantuma  et  al.,  2000).  At  16  hours  after  transfection, 
de­ubiquitinated  fusions  of  all  the  three  eGFP  chimeras  (Ub­G­eGFP, Ub­P­eGFP 
and Ub­R­eGFP) could be detected by Western Blot (Fig. 4­4). The R­eGFP protein 
showed the weakest band intensity of the three fusion constructs (Lane 3, Fig. 4­4), 
and  the G­eGFP  the  strongest  (Lane 1,  Fig.  4­4). We were  thus  able  to  reproduce 
previously published data (Gonda et al., 1989; Falnes and Olsnes, 1998; Dantuma et 




















Fig.  4­4:  Proteolytic  stability  of  eGFP  fusion  proteins.  HeLa  cells  transiently 
transfected with pcDNA3­Ub­G/P/R­2HA­eGFP plasmids were harvested 16 hours 
post­transfection.  Cell  lysates  containing  the  expressed  eGFP  chimeras  was 
analysed  by Western  blot  using  polyclonal  anti­GFP  antibody.  The  vertical  break 




We  next  replaced  the  eGFP moiety with  our PE­PGRS protein  of  interest, 
Rv0978c PE­PGRS , and transiently expressed the fusions. Either the full­length protein 
or  its  PE  domain  alone  was  used  in  separate  constructs,  to  study  the  role  of  the 
Gly­Ala  rich  PGRS  domain  in  protecting  the  PE  domain  from  proteasomal 







































Blot analysis of  the cell  lysates. No bands were  observed  in cells  transfected with 
the  three  Ub­X­PE  plasmids,  regardless  of  the  N­terminal  residue  (Fig.  4­5A, 
Lanes 1­3).  We  surmised  that  this  might  be  due  to  breakdown  of  the  PE  fusion 
proteins.  To  confirm  this,  we  re­probed  the  same  membrane  with  an  anti­Ub 
antibody.  Lysates  from  all  the  transfected  cells  contained  a  distinct  Ub  band, 
consistent  with  cleavage  from  the  PE  fusion  proteins  (Fig.  4­5C,  Lanes  1­3),  and 
demonstrating  that  the  absence  of  detectable  PE  fusion  proteins  (Fig.  4­5A)  was 
likely to be due to protein degradation, rather than failure of protein expression. The 
fact that the Ub bands were of considerably higher intensity in the lanes containing 
the  fusion  proteins  (Fig.  4­5C,  Lanes  1­3)  than  in  lysates  of  non­transfected  cells 
(Fig.  4­5C, Lanes  5­6),  is  evidence  that  those bands  represent Ub cleaved off  the 
fusion  proteins  expressed  and were  not  due  to  native  cellular  ubiquitin  alone. An 
accumulation  of  the  cleaved­off  ubiquitin  molecules was  expected  since  ubiquitin 
moleules are not degraded by the proteasome, but rather, are recycled back into the 
cytoplasm.  The  expression  levels  of  constitutively­expressed g­tubulin  were 
equivalent  in  all  wells  (Fig.  4­5B).    Overall,  the  data  imply  that  the  transiently 
expressed  Rv0978c PE  domain  was  highly  susceptible  to  proteolytic  degradation, 
even in the presence of the relatively stable Gly residue at position 1. 
MG132  is a cell­permeable proteasome  inhibitor, thus  increased stability of 
expressed  proteins  following  MG132  treatment  suggests  that  the  degradation  is 
proteasome­dependent.  A  band  of  ~  50  kDa  was  observed  when  the  Ub­R­PE 
transfected cells were treated with MG132  (Fig. 4­5A, Lane 4). The non­degraded 





residues.  This  is  likely  because  MG132  functions  as  a  ubiquitin  aldehyde, 
preventing  the  degradation  of  ubiquitin  conjugates  (Levitskaya  et  al.,  1997). This 
conclusion  is  consistent  with  the  significantly  reduced  quantity  of  free  ubiquitin 
observed in the MG132­treated cell lysates (Fig. 4­5C, Lanes 4­5). Further evidence 
supporting  this  conclusion  was  found  when  we  noted  that  after 
HA­immunoprecipitation of the lysate from MG312­treated Ub­R­PE transfectants, 
anti­Ub  antibody  detected  the  same  ~  50  kDa  PE­poly­Ub  band  on Western Blot 
analysis  (Fig.  4­5D),  in  addition  to  several  smaller  bands  consistent  with  other 
different  Ub  chain  lengths.  Hence,  the  blots  showed  that  in  spite  of  cellular 
ubiquitination,  our  unstable  Ub­R­PE  fusion  was  rendered  stable  to  degradation 
after  MG132  treatment.  This  implies  that  degradation  of  the  untreated  Ub­PE 
constructs  noted  earlier  (Fig.  4­5A  and C,  Lanes  1­3) was  proteasome­dependent, 





Fig.  4­5:  Ub­PE  fusion  proteins  are  highly  unstable  and  their  degradation  is 




vertical  break  line  indicates  different  sections  of  the  membrane.  (A)  Membrane 
probed  with  anti­HA  antibody  to  show  stability  of  the  fusions.  (B)  Membrane 
probed  with  anti­g­tubulin  antibody  (control,  constitutively  expressed  protein). 
(C) Membrane probed with anti­ubiquitin antibody to locate the cleaved Ub moiety 
and  demonstrate  that  this  was  expressed  as  part  of  the  fusions.  For  the  non­ 
transfected  cells  (lanes  5  –  6),  the Ub band  represents  cellular  ubiquitin.  (D)  In  a 
separate  experiment,  HA  immunoprecipitation  was  performed  on  the  Pi­treated 
fusions  (lanes  1  ­2)  to  demonstrate  recovery  of  the  PE  fusions,  by  probing  the 

































































































4.4.3  Full­length  PE­PGRS  is  relatively  stable  to  proteasomal 
degradation 
We  next  investigated  the  stability  of  the  Rv0978c  Ub­PE  fusions  when 
associated  with  the  Rv0978c PGRS  domain,  which  is  rich  in  Gly­Ala  repeats.  In 
contrast to the PE chimeras, Ub­X­PEPGRS chimeras were much more stable when 
expressed  transiently,  because  although  removal  of  the  N­terminal  Ub  did  occur, 
substantial amounts of  the  fusion proteins X­PEPGRS remained  intact  (Fig. 4­6A, 
Lanes  1,  2  and  4).  The  relative  band  intensities  of  the  PE­PGRS  fusions  was 
G > P > R;  therefore,  the  G­PEPGRS  (Fig.  4­6A,  Lane  1)  was  most  stable  and 
R­PEPGRS least stable (Fig. 4­6A, Lane 4). This  is consistent with their predicted 
stabilities  to  UPD  proteolysis,  based  on  the  N­end  rule  (Fig.  4­3). g­tubulin 
expression  was  comparable  for  the  lysates  from  the  G,  P  and  R  constructs 
(Fig. 4­6B),  supporting  our  contention  that  the  band  intensities  were  not  due  to 
differences in total protein quantity but differences in protein stability within the cell. 
The  treatment  of  cells  expressing  Ub­P  or  Ub­R­PEPGRS  proteins  with  MG132 
increased the band intensities and also resulted in the accumulation of the respective 
lysine­ubiquitinated chimeric proteins (Fig. 4­6A, Lanes 3 and 5). This suggests that, 
as with  the PE proteins,  cellular  ubiquitination  of PE­PGRS proteins  at  the  lysine 
residues  subjected  the  full­length  protein  to  proteasome­dependent  degradation. 
Comparing  the  results  of Figs  4­5  and  4­6,  the  latter  indicates  that  the  full­length 
protein  is  less  susceptible  to  proteasome  degradation  than  its  PE  domain.  This 
supports our hypothesis  that elements within the PGRS domain may have a role  in 






degradation  of  the  PE  domain.  Cells  transiently  transfected  with  each  of  the 
alternative Ub­X­PEPGRS plasmids were incubated for 4 h with or without MG132, 
a proteasome inhibitor (Pi). All  lanes shown are derived from the same membrane, 
vertical  break  line  indicates different  sections of  the membrane.  (A) Expression of 
the PE­PGRS fusion proteins was analyzed 16 h post­transfection by Western Blot 
using  a  polyclonal  anti­HA antibody. The  asterisk  indicates  a  cross­reacting  band. 
(B)  The  same  membrane  was  probed  with  anti­g­tubulin  antibody  to  demonstrate 
equivalence in protein quantity between the lanes. 
4.4.4 MHC class I epitope recognition and cytotoxic response 
Our next objective was  to determine whether  these observed differences  in 
protein  degradation  had  any  impact  on  CD8 +  T  cell  immune  recognition  of 
polypeptides  fused to the PGRS domain of Mtb PE­PGRS proteins. We utilised an 
established OVA/K b ­specific B3Z clone  that  specifically  recognises  the ovalbumin 
(OVA) peptide SIINFEKL in a MHC class I­restricted manner. The quantity of IL­2 











































































level of T cell  response  to the peptide/MHC class  I  complex presented  (Karttunen 
and  Shastri,  1991;  Karttunen  et  al.,  1992).  The  PE  and  PGRS  domains  of  Mtb 
PE­PGRS  protein  family  are  heterogenous  with  respect  to  the  frequency  of 
occurrence  of  Gly  and  Ala  residues.  We  hypothesised  that  this  may  be  a  factor 
which affects  the  relative stability of PE­PGRS versus PE proteins  to degradation. 
Thus, we  selected  epitopes of  varying Gly  and Ala  content  from  several  different 
Mtb PE­PGRS proteins,  and  fused  them  to  the N­terminus  of SIINFEKL peptide. 
We hypothesised  that  the specific Gly­Ala content  (number of  repeats and relative 
positions)  of  the  N­terminal  epitope  influences  the  processing  of  the  SIINFEKL 
fusion  polypeptide.  We  assumed  that  reduced  IL­2  production  by  the  B3Z  cells 
would reflect reduced MHC class I processing of the SIINFEKL fusion polypeptide 
by the antigen presenting dendritic cells. 
The polypeptides  used  are  summarised  in Table  4­3. The UPS polypeptide 
consists  of  the  amino  acids  at  the  N­terminus  of  SIINFEKL  in  the  native  OVA 
primary  sequence.  The  polypeptide  PES4,  which  is  devoid  of  Ala  residues, 
contained peptides derived from the PE region of Mtb Rv0160c PE­PGRS  protein. The 
GAS  peptide  contains  a  Gly­Ala  rich  epitope  chosen  from  the  PGRS  region  of 
Rv0978c PE­PGRS ,  whereas  PES  and  PES2  are,  respectively,  Gly­Ala­rich  and 
Ala­rich  peptides  from  the  PE  domain  of  the  same  protein.  Polypeptide  ES14 

















Table  4­3:  Amino  acid  sequences  of  SIINFEKL  fusion  polypeptides.  List  of 




The positive  control SIINFEKL peptide, which  did  not  require  processing, 
gave  the  strongest  IL­2  response  (Fig.  4­7).  In  contrast,  the  negative  control Mtb 
peptide  ES14  which  did  not  contain  SIINFEKL  was  not  recognized  by  the  cells 
(same  IL­2  response  as  to PBS),  demonstrating  the  epitope  specificity  of  the B3Z 
IL­2 response (Fig. 4­7).There was also a good response to UPS, indicating that this 
longer  SIINFEKL  polypeptide  was  still  processed  and  presented  to  allow  B3Z 
recognition.  The  PES4  response  was  similar  to  UPS,  but  the  GAS  response  was 
almost  10­fold  lower. Thus,  the Gly­Ala­rich  sequence  from  the PGRS domain  of 





We next  investigated whether Ala­rich epitopes,  if  found  in the PE domain 
of  the same protein, could  likewise  inhibit processing. We  found  that  the Ala­rich 
PES and PES2 were also poorly recognised by B3Z cells (Fig. 4­7).   Therefore,  in 
spite  of  the  overall  susceptibility  of  the  Rv0978c PE  to  degradation  relative  to  the 




Fig.  4­7:  PE  and  PGRS  epitopes  at  N­terminus  of  SIINFEKL  fusion 
polypeptide  reduce  specific  T  cell  recognition  of  SIINFEKL.  Dendritic  cells 
were pulsed  for 4 h with various polypeptides of equimolar concentrations bearing 
epitopes  derived  from  Mtb  PE­PGRS  proteins  (PE  or  PGRS  domains)  at  the 
N­terminus  of  SIINFEKL.  Pulsed  dendritic  cells  were  co­cultured  with 
SIINFEKL­specific  CD8 +  T  cells  for  14  h  and  IL­2  was  measured  in  the  culture 
supernatants. Data shown represent one of three independent experimental sets with 
similar  results;  mean  ±  2SD  of  triplicate  experiments  within  one  set  are  shown. 
Results  for  each  peptide  were  significantly  different  (p  <  0.005)  when  compared 
pairwise with all the others except for two pairs: PES2 and PES, PBS and ES14. 
Peptides pulsed (1mM) 
























To  determine  whether  this  lack  of  CD8 +  T  cell  recognition  would  reduce 
killing  of  cells  taking  up  the  Gly­Ala  rich  SIINFEKL  fusion  polypeptides,  bone 
marrow derived macrophages or dendritic cells were pulsed with SIINFEKL, GAS 
or  PES  polypeptides  before  co­culture  with  B3Z  cells  and  lysis  of  the  antigen­ 
presenting  cells  by  the  B3Z  cells  was  examined  (Fig.  4­8).  Presentation  of  the 
positive control SIINFEKL peptide resulted in strong cytotoxicity, demonstrating a 
link  between  IL­2  production  and  cytotoxicity  associated with  recognition  of  this 
epitope. There was significantly reduced lysis of cells presenting processed epitopes 
from GAS  and  PES,  consistent with  the  IL­2  result  in  Fig. 4­7. These  results  are 
consistent with  our  hypothesis  that  the  limitation  in  processing  of  the  SIINFEKL 
fusion polypeptides reduced SIINFEKL recognition and thus reduced the cytotoxic 
response. 
Fig.  4­8:  Antigen­presenting  cell  processing  and  presentation  of  PE­PGRS­ 
SIINFEKL fusion polypeptides results  in reduced SIINFEKL­specific CD8 + T 



























4.4.5  T  cells  responding  to  PE­PGRS  protein  are  less  lytic  against 
mycobacterium­infected cells 
As  the  previous  two  results  only  showed  that  peptide  elements  within  the 
PE­PGRS protein  influenced  antigen  processing,  it  could  be  argued  that  they may 
not  represent effects of  the  full­length protein  in actual  host­pathogen  interactions. 
Hence, we next investigated how cytotoxic T cell killing of mycobacterium­infected 
macrophages was influenced by the immune recognition of PE­PGRS protein, using 
the  vaccine  strain  M.  bovis  bacille  Calmette­Guérin  (BCG).  We  used  the  Mtb 
Rv3812 PE­PGRS  protein  for  this experiment because the same protein  is produced in 
the  genetically­related  BCG.  The  equivalent  BCG  gene  (mb3842)  is  identical  at 
gene level to rv3812 of M. tuberculosis H37Rv. 
Mice were immunised with live BCG to generate adaptive responses to BCG 
antigens. Their  splenic CD8 +  T cells were  then  stimulated  in  vitro with  either  the 
full­length Rv3812 PE­PGRS  protein  or  its  PE  domain  alone,  and  the  primed T  cells 
were  then  co­cultured  with  BCG­infected  autologous  macrophages.  Cytotoxic 
activity  served  as  a  reporter  of  the  extent  of  T  cell  immune  recognition  of  the 
various  proteins  presented  by  the  infected  macrophages.  The  CD8 +  T  cells 
stimulated with the full­length Rv3812 PE­PGRS protein exhibited a significantly lower 
level of cytotoxicity against BCG­infected cells, compared to those stimulated with 
its  truncated counterpart,  the Rv3812 PE  protein  (Fig. 4­9). This  suggests  that  there 
was greater CD8 + T cell  immune recognition of the PE domain than the full­length 
PE­PGRS.  Taken  together  with  our  data  showing  differences  in  stability  to 
degradation  between PE­PGRS and PE proteins  (Figs.  4­5  and  4­6), we  infer  that 







Fig.  4­9:  Cytotoxicity  against  BCG­infected  macrophages  is  reduced  when 
BCG­responsive  CD8 +  CTLs  are  primed  with  full  length  PE­PGRS  protein. 
Purified CD8 + T cells pooled from splenocytes of 3 – 6 BCG­immunised mice were 
stimulated with Rv3812 PE­PGRS  or Rv3812 PE  (1 mg/ml)  for  48  h  in  the  presence of 
autologous  macrophages.  The  CD8 +  T  cells  were  then  co­cultured  with  BCG­ 
infected  peritoneal  macrophages  at  an  effector­target  ratio  of  10:1  for  12  h. 


























CD8 +  T cells play an essential  role  in protective  immunity against Mtb, as 
shown by  the markedly  increased  susceptibility of mice  lacking β2­microglobulin, 
TAP1  or Lyt­2+  cells  (Orme  and Collins,  1984; Muller  et  al.,  1987; Flynn  et  al., 
1992; Silva  et  al.,  1994). Moreover,  human patients who  are  exposed  to Mtb,  but 
show absence of active disease or symptoms, have circulating Mtb peptide­specific 
IFN­g­secreting CD8 + CTLs,  suggesting  that  these MHC class  I­restricted CD8 +  T 
cells  may  protect  against  the  development  of  the  disease  (Pathan  et  al.,  2000). 
Activated CD8 + CTLs release cytokines such as IFN­g, which activate macrophages 
to  kill  the  intracellular  mycobacteria  in  humans  and  mice  (Cooper  et  al.,  1993; 
Flynn  et  al.,  1993;  Jouanguy  et  al.,  1996; Newport  et  al.,  1996). Activated CD8 + 
CTLs  kill  Mtb  by  permeabilising  the  cell  wall  and  causing  bacterial  cell  lysis, 
through  release  of  cytotoxic  granules  such  as  pore­forming  perforin  and 
antibacterial  granulysin. They  also  kill Mtb  infected  host macrophages  (Cooper  et 
al., 1997; Stenger et al., 1998; Stenger, 2001). Therefore, reduction of CD8 + T cell 
recognition  of  Mtb  proteins  produced  within  the  host  cell  would  subvert  a  vital 
component  of  the  host’s  immune  arsenal,  and  would  constitute  an  important 
mechanism whereby the pathogen maintains its persistent state in host cells. 
The PE­PGRS protein  family  is unique to mycobacteria yet  the  function of 
most  PE­PGRS  proteins  of  Mtb  is  unknown.  The  up­regulation  of  expression  of 
many PE­PGRS proteins during its intracellular existence in the host and in in vitro 






transposon mutants,  it  is clear  that  the PE­PGRS gene  family  is disproportionately 
enriched in essential genes (Lamichhane et al., 2003).   Microarray studies of Mtb in 
infected  mice  also  showed  that  the  gene  encoding  the  Rv0978c PE­PGRS  protein, 
together with Rv0977 PE­PGRS  and Rv0980c PE­PGRS  proteins,  lies within a contiguous 




might  play  a  potential  role  in  host­pathogen  interactions.  Comparative  sequence 
analysis of Mtb strains has revealed striking genetic variations in the rv0978c gene, 
consisting  of  an  in­frame  12­bp  insertion  invariably  accompanied  by  a  set  of 
40­nucleotide  polymorphisms,  termed    the  12/40  polymorphism  (Karboul  et  al., 
2006). This polymorphism, which occurs within a region of the protein proposed to 
be representative of a trans­membrane helix (Brennan et al., 2001), might generate 
antigen variation. For these  reasons,  in addition  to  its Gly­Ala  rich PGRS domain, 
we were  interested  in Rv0978c PE­PGRS  protein. Taken  together,  there  is  substantial 





within  the  cell.  However,  those  observations  could  also  be  due  to  differences  in 
expression of the fusions. In the present work, we extend those observations to show 




fusions,  contrasted with  the Ub­PE  fusions.  The  association  of  the  PE  domain  of 
Rv0978c PE­PGRS  with  its  PGRS  domain  rendered  this  highly  unstable  Rv0978c PE 
protein less susceptible to protein degradation (Figs. 4­5 and 4­6). This suggests that 
the PGRS domain was able to block the degradation of the N­end rule substrates to 
a  certain  extent,  but  the  presence  of  some  cleavage  products  suggests  that  this 
protection was incomplete. This  finding parallels observations of the EBV EBNA1 
(Dantuma et al., 2000). The authors had shown that insertion of Gly­Ala repeats of 
EBNA1 protein  to  the unstable GFP containing  the destabilising Ub­R,  resulted  in 
substantial  stabilisation of  the protein. However, proteasomal degradation was still 
observed,  showing  that  protection  conferred  by  the  Gly­Ala  repeats  can  only 
partially override the strong N­end rule­determined degradation signals. 
Although  parallels  have  been  drawn  between  the  EBNA1  protein  of  EBV 
and  the  PE­PGRS  proteins  on  the  basis  of  the  presence  of  Gly­Ala  sequences 
(Brennan and Delogu, 2002), it is evident that there are also significant differences. 




another  specifically  influences  protein  stability.  However,  there  is  some  evidence 
from other authors that Ala residues strongly influence susceptibility to degradation. 







the  immunodominant  EBNA4  protein  results  in  both  chimeras  being  resistant  to 
proteasomal  degradation.  This  inhibitory  effect  has  been  attributed  to  the 
hydrophobic  surfaces  generated by  the  alanine  residues  present  (Levitskaya  et  al., 
1997)  and  is  less  likely  to  be  related  to  the Gly  residues.  Sharipo  and  colleagues 
have  further  shown  that  an  eight  amino  acid­long  polypeptide  containing  three 
alanine  residues  is  sufficient  to  block  tumor  necrosis  factor  alpha­induced 
degradation  of  IkBa  (Sharipo  et  al.,  1998).  The  presence  of  at  least  three 
hydrophobic  amino  acids,  interspersed  by  no more  than  three  glycine  residues,  is 
able to exert this  inhibitory effect (Sharipo et al., 2001). Substitution of the alanine 
residue with a polar amino acid, serine, or another hydrophobic amino acid, valine, 
results  in  the  abolishment  and  no  loss  of  the  inhibitory  activity,  respectively 
(Sharipo  et  al.,  2001).  Their  findings  confirm  the  observation  by  Beal  and 
colleagues,  that  hydrophobic  amino  acids  like  alanine  are  likely  to  affect  the 
interactions between the protein and the proteasome components (Beal et al., 1996). 
As mentioned previously, comparative sequence analysis of Mtb strains has 
revealed  striking  genetic  variations  in  the  rv0978c  gene,  known  as  the  12/40 
polymorphism  (Karboul  et  al.,  2006).  Analysis  of  the  homologs  of 
rv0978c­encoding gene  in Mtb CDC1551, M. bovis AF2122/97 and M. bovis BCG 
Pasteur 1173P2 strains reveals an additional  four­amino acid  insertion occurring at 
position  103,  and  a  15­amino  acid    substitution  occurring  between positions  99  to 
136, relative to Rv0978c PE­PGRS protein of Mtb H37Rv. In the case of Mtb F11 strain, 
there is a four­amino acid insertion at position 103, and a 13­amino acid substitution 
occurring  between  positions  99  to  125.  Although  this  12/40  polymorphism  has 




positions  110,  124  and  133),  and one of  the  alanine  residue  at  position  106  being 
substituted into threonine, this small  increase in the alanine residues does not result 





influence  the  folding  pattern  of  proteins,  and  therefore,  affect  their  capacity  to 
associate  with  various  compartments  of  the  ubiquitin­proteasome  pathways, 
including  ubiquitin­conjugation  enzymes,  and/or  the  regulatory  subunits  of 
proteasome (Levitskaya et al., 1997). Therefore, the repetitive nature of the insert is 
an  essential  requirement  for  the  inhibition  (Sharipo  et  al.,  1998).  Although  eight 
amino  acid­long  Gly­Ala  repeats  are  sufficient  to  prevent  the  interaction  of 
ubiquitinated  proteins  with  the  proteasome  (Sharipo  et  al.,  1998),  the  overall 
inhibitory  effects  of  the  Gly­Ala  repeats  is  probably  determined  by  several 
parameters.  They  include  the  length  of  the  Gly­Ala  repeats  and  the  amino  acid 
composition  versus  the  length  and  types  of  counteracting  degradation  signals. 
Gly­Ala  repeats of  sufficient  length would be  required  for complete obstruction of 
antigen processing (Dantuma et al., 2000). This may explain why in our study, short 
peptides  containing  several  Ala  residues  (PES  and  PES2),  notwithstanding  their 
location  in  the  PE  region  of  Rv0978c PE­PGRS ,  were  able  to  inhibit  proteasomal 
degradation of the fusion polypeptide and subsequent SIINFEKL recognition by the 
T cells (Fig. 4­7), whereas the Gly­Ala rich peptides from the PGRS domain (GAS) 




certain  regions which  may  be  relatively  inhibitory  to  proteasome  processing,  as  a 
whole,  this was  not  able  to  significantly  stablilise  the  domain, whereas  the PGRS 
domain has a more powerful effect which may be due to its overall greater extent of 
the Gly­Ala  repetitive  sequences when  taken  in  its  full  length.  In  this  regard,  the 
immensely repetitive nature of the GGA repeats in EBNA1 as opposed to the much 
more  interspersed nature of  the Rv0978c PE­PGRS  Gly­Ala  components would  argue 
for the former protein to be much more inhibitory. 
In  our  experiments  analysing  cytotoxicity  as  a  result  of  Rv3812 PE  versus 
Rv3812 PE­PGRS  T  cell  stimulation  (Fig.  4­9),  we  assumed  that  presentation  of  the 
full­length and truncated proteins by the antigen­presenting cell determines the level 
of  specific  in  vitro  clonal  expansion  of  the  relevant  T  cells  which  had  been 
BCG­primed. Based on the PRED BALB/c  software, which  is a computational system 
predicting MHC class  I peptide binding  in BALB/c mice  (Zhang  et al., 2005),  the 
PGRS  domain  of  Rv3812 PE­PGRS  has  a  higher  number  of  9­mer  epitopes  that  are 
predicted to be ‘high binders’  to MHC class I. The PE domain, on the other hand, 
contains  relatively  fewer  high­binding  peptide  sequences  (described  in  Chapter  5, 
Section  5.4.7).  On  the  face  of  this  in  silico  analysis  of  binding  alone,  the  PGRS 
epitopes are more likely to be presented via the MHC class I complex  for CD8 + T 
cell  recognition.  However,  after  co­culture  of  the  expanded  T  cells  with 
BCG­infected  cells,  there was  a  lower  level  of  cytotoxicity  conferred  by CD8 +  T 
cells  stimulated with  full­length  PE­PGRS  protein  than  the  PE­domain.  Based  on 
epitope­binding  prediction, we  conclude  that  it  is  not  a  problem of PGRS epitope 





If  the  PGRS  domain  protects  the  entire  protein  from  proteasomal 
degradation, we would  expect  that CD8 +  T cells  recognition  of  the Rv3812 PE­PGRS 
protein  (both  the  PE  and  PGRS  domains)  will  depend  on  other  non­proteasomal 
means of generating peptide fragments from this protein. Low levels of cytotoxicity 
were  still  observed  in  cells  stimulated  with  the  full­length Rv3812 PE­PGRS  protein 
(Fig. 4­9) suggesting either that there was only partial success of the PGRS domain 
in  preventing  protein  degradation  via  the  proteasome­dependent  pathway,  or  that 
proteasome­independent  pathways  of  generating  MHC  class  I  peptide  complexes 
(e.g. defective ribosomal products) play some role in the CD8 + T cell response.  Lee 
and  colleagues  show  that  CTLs  recognise  the  upstream  region  of  the  internal 
Gly­Ala repeats of EBNA1, suggesting that the Gly­Ala­containing domain affords 
the  protein  only  partial  protection  for  CD8 +  T  cell  recognition  (Lee  et  al.,  2004). 
They  conclude  that  the  Gly­Ala­containing  domain  is  effective  as  a  stabilising 
influence on mature EBNA1 protein but not as full protection against CD8 + T cell 
recognition. 
Despite  Rv3812 PE­PGRS  protein  having  only  two GGx  motifs  present  in  its 
PGRS  domain,  making  it  an  atypical  member  of  the  PE­PGRS  protein  family,  our 
cytotoxicity  study showed  that  the PGRS domain has  roles  in  resisting proteasomal 
degradation, hence resulting in reduced functional cytotoxicity against its PE domain 









residues within  the polypeptide may be a  factor  that contributes to  the  resistance of 
the  polypeptide  against  proteasomal  degradation  and  subsequent  SIINFEKL 
recognition by the T cells (Fig. 4­7), the relative high content of Ala residues within 
the  PGRS  domain  of  Rv3812 PE­PGRS  protein  may  be  one  factor  that  confers  this 
Gly­Ala­poor  protein  some  degree  of  resistance  against  proteasomal  degradation. 
Overall,  these  results  are  consistent  with  the  postulate  that  it  is  the  hydrophobic 
surfaces generated by the Ala residues, but not the Gly residues, to which resistance 
against  proteasomal  degradation  may  be  attributed  (Levitskaya  et  al.,  1997). 
Therefore,  the  interspersed  Ala  residues  present  within  the  Gly­Ala  rich  PGRS 
domain  are  likely  to  be  one  factor  conferring  the  PE­PGRS  protein  with  partial 
resistance against proteasomal degradation. 
It  has  been  found  that  ENBA1  protein  does  not  accumulate  within 
EBV­infected  B  cells  in  spite  of  its  stability  to  degradation,  because  the  virus 
inhibits EBNA1 translation (Yin et al., 2003). The authors suggest that it is the latter 
mechanism, resulting in reduced production of defective ribosomal products, rather 
than  avoidance  of  degradation,  which  prevents  EBNA1  antigen  presentation  on 
MHC class I. It is not known to what extent Mtb suppresses translation of PE­PGRS 
proteins.  It  appears  unlikely  that Mtb  has  a  programme  to  suppress  production  of 
this  family  of  proteins  because  in  humans with  pre­clinical  tuberculosis,  there  are 
dominant  antibody  responses  against  several  PE­PGRS proteins  (Ramakrishnan  et 
al., 2000; Singh et al., 2001). However, we cannot exclude translation inhibition as 








in  vivo. Other microarray  analyses  have  further  shown  that  some PE­PGRS genes 
are  up­regulated  during  conditions  such  as  starvation,  nitric  oxide  and  oxidative 









Chapter  5:  Biological  and  Immunological  Roles  of 
Rv3812 PE­PGRS protein 
5.1 Abstract 
A  homologue  of  Mycobacterium  tuberculosis  protein  Rv3812 PE­PGRS  in 
M. marinum plays a  role  in  its  intracellular  replication and persistence  in  the  host. 
Using  Mycobacterium  bovis  bacille  Calmette­Guérin  (BCG),  which  naturally 
expresses  the  identical  protein,  the  biological  role  of  Rv3812 PE­PGRS  in 
host­pathogen interactions, and in vivo murine immunological responses to both the 
full­length  protein  and  its  PE  domain,  were  investigated.  The  protein  was  found, 
upon cell fractionation, to be located in the cell wall and cell membrane of BCG. A 
BCG  strain  overexpressing  this  protein  did  not  show  enhanced  entry  or  survival 
within  macrophages,  nor  did  it  show  reduced  entry  into  macrophages  after 
pre­treatment  with  blocking  antibodies.  BCG­infected  mice  have  Rv3812 PE­PGRS 
antigen­specific  T  cell  memory  responses.  Murine  immunisation  with 
Rv3812 PE­PGRS elicited specific antibodies against both the full­length protein and its 
PE  domain,  whereas  no  antibodies  were  detected  after  Rv3812 PE  immunisation. 
Splenocytes  from  both  Rv3812 PE ­  and  Rv3812 PE­PGRS ­immunised  mice  secreted 

















PE­PGRS genes  are  a major  source  of  polymorphism  in  the Mtb  complex, which 




al.,  2001;  Campuzano  et  al.,  2007).  This  may  be  linked,  in  some  cases,  to  the 
localisation  of  several  PE­PGRS  proteins  on  the  mycobacterium  cell  wall  and 
cell­membrane  (Brennan et al., 2001; Banu  et al., 2002; Campuzano  et al., 2007). 
The  cell  surface  exposure  (Delogu  et  al.,  2004)  may    involve  some  of  them  in 
host­pathogen interactions (Ramakrishnan et al., 1997; Espitia et al., 1999; Brennan 
et  al.,  2001).  There  is  also  speculation  that  polymorphism  within  the  multiple 





The  selective  expression  of  mag24  (macrophage­activated  gene)  by 
M. marinum  during  its  replication  and  persistence  within  macrophages  and 
granulomas of frogs, respectively, suggests that this gene is likely to be involved in 
the persistence of M. marinum during  latent  infection (Ramakrishnan et al., 2000). 
With  M.  marinum  being  phylogenetically  closely  related  to  Mtb  (Tonjum  et  al., 
1998),  there  are  postulates  that  similar  roles  could  be  ascribed  to  the  Mtb 
homologues  rv1651c  and  rv3812,  which  are  PE­PGRS  family  members.  In  the 
present  study,  the  Rv3812 PE­PGRS  protein  of  Mtb  was  characterised  and  the  host 








used  for  all  experiments  in  this  study.  Escherichia  coli  DH5a was  used  only  for 
initial plasmid cloning. E. coli was grown in Luria­Bertani (LB; Difco Laboratories) 
broth  and  solid  media.  M.  bovis  BCG  was  grown  in  Middlebrook  7H9  broth  or 
7H10  solid  media  (Difco  Laboratories)  containing  0.05 %  Tween­80,  and 
supplemented  with  10 % Middlebrook  oleic  acid,  albumin,  dextrose  and  catalase 
enrichment  (OADC;  Difco).  When  required,  media  were  supplemented  with 
20 μg/ml kanamycin (Sigma) or 100 μg/ml ampicillin (Sigma). 
All BCG broth cultures were used at mid­log phase unless otherwise stated. 
Prior  to using  live BCG, the broth cultures were left  standing  briefly  to allow any 
bacterial aggregates to settle. The upper portion of  the cultures were washed twice 
in  phosphate  buffered  saline  (PBS)  containing  0.05  %  Tween­80,  and  passed 






The  pMV261  episomal  mycobacterial  shuttle  vector  contains  the  hsp60 




shuttle  vector contains mycobacterial  and E. coli origins of  replications  (oriM and 
oriE,  respectively),  and  allows  replication  of  the  plasmid  in  both  organisms 
(approximately  five  copies  in  each  cell).  The  presence  of  aph  gene  confers 
resistance  to  kanamycin,  thus  acting  as  a  selection  marker  for  successful 
transformants (Stover et al., 1991).  The pMV361 mycobacterial shuttle vector also 
contains an hsp60 promoter, an E. coli origin of replication (oriE) and an aph gene. 
The  presence  of  an  attachment  site  (attP)  and  integrase  (int)  gene  allows  specific 




The gene encoding  the  full­length Mb3842 PE­PGRS  protein was amplified by 
PCR  using  M.  bovis  BCG  genomic  DNA,  primers  5’Mb3842­mun1  and 
3’Mb3842­hind3  (Table  5­1),  and Taq DNA plolymerase PCR kit  (Qiagen)  under 
the  thermo­cycling  conditions  described  previously  (Chapter  3,  Section  3.3.1.4). 
The PCR amplicons were digested with MunI and HindIII restriction enzymes, and 
cloned  into  pMV361  as  described  previously  (Chapter  3,  Section  3.3.1.6)  to 
generate pMV361­Mb3842 (Figure 5­1A). The plasmid was used for E. coli DH5a 
transformation,  and  sequencing  of  the  plasmid  extracted  was  performed  using 
sequencing  primers,  5’  and  3’­pMV361  (Table  5­1)  with  the  DYEmanic  ET 
Terminator Cycle sequencing service provided by Research Biolabs Pte Ltd. After 
obtaining  pMV361­Mb3842  transformants,  the  5’  and  3’kanamycin  primers 














Table  5­1:  Primers  used  for  cloning  and  sequencing  pMV361­Mb3842  and 
verifying transformants 
5.3.2.3 Preparation of competent M.  bovis BCG for transformation 
A single  agar  colony  of M.  bovis BCG was  inoculated  into  a  snap­capped 
tube containing 5 ml of broth  for  incubation at 37 °C with  shaking at 180 rpm  till 
OD600nm  of 0.6 – 0.8 was reached. The cultures were transferred  into 500 ml roller 
bottles,  with  a  100­fold  dilution  in  fresh  broth,  for  further  incubation  in  a  roller 
incubator (Bellco Biotechnology) for 3 – 5 days till the same OD600nm was reached, 
then  a  1:100  dilution  performed  again.  This  rolling  culture  was  passaged  at  least 
twice to synchronise the cultures under optimal aeration, with daily optical density 











was  tested  by  using  episomal  plasmid  (pMV261)  for  transformation  to  determine 





water  was  added  to  cells.  The  mixture  was  mixed  gently,  and  incubated  at  room 
temperature  for  10  min  before  transferring  to  a  pre­chilled  0.2  cm  cuvette  (BTX 
Disposable  Cuvette  Plus).  Electroporation  was  performed  at  2500 V,  25  μF  and 
1000 W (Bio­Rad Gene Pulser Xcell). 
The  electroporated  cells  were  immediately  transferred  into  a  snap­capped 
tube  containing  3 ml  of  warm  broth  without  antibiotics  for  overnight  37  °C 
incubation,  shaking  at  180  rpm.  The  whole  culture  volume was  spread  in  200  μl 
aliquots on several Middlebrook 7H10 agar plates containing 20 μg/ml kanamycin B. 
Transformants were obtained after 4­5 weeks  incubation at 37 °C. Single colonies 





Where  empty  vector  pMV261  was  used  for  transformation,  the  strain 
obtained was  called pMV261­BCG or  ‘control BCG’ –  the  episomal  plasmid was 
extracted  from  the  transformants  (‘mini­prep’)  and  verified  by  restriction  enzyme 
digestion  as  previously  described  (Chapter  3,  Section  3.3.1.10).  Where 





The  cell  pellet  was  resuspended  in  500  μl  of  sterile  PBS  for  one  wash,  then 
resuspended in 1 ml of GTE solution (Appendix, Section 8.2) containing 20 mg/ml 
lysozyme (Sigma) and  incubated at 37 °C  for 4 – 6 h. The  treated cells were  then 
collected  after  centrifugation  at  15,000 g,  4  °C  for  10 min,  for  plasmid  extraction 
according  to  the  protocol  for  E.  coli  previously  described  (Chapter 3, 
Section 3.3.1.9). 
5.3.3 Generation of polyclonal anti­Rv3812 PE­PGRS antibodies 
Rv3812 PE­PGRS  recombinant  protein  was  cloned,  expressed  and  purified  as 
described previously (Chapter 3, Section 3.3.1). This protein was used to immunise 
two  rabbits 4  times, with  the  first  immunisation using 250 μg of protein,  followed 
by  three  booster  doses  each  of  100 μg  at weeks  2,  6  and  8  post­immunisation  to 














100 μl  of  the  recombinant  protein  or  control  (bovine  serum  albumin),  and  the 
microplate  was  sealed  for  overnight  4 °C  incubation.  Subsequently,  the  unbound 
antigen was  removed  and  the wells washed  thrice with  200 μl  of Washing Buffer 
(Appendix, Section 8.7.2) with 1 min room temperature incubation in buffer at each 
wash. The Washing Buffer was decanted off and 200 μl of Blocking Buffer added 
(Appendix,  Section  8.7.3)  per  well  for  1  h  incubation  at  37  °C  in  a  humidified 
environment. The wells were then washed thrice as described above. 
For titration of antibody responses, serial dilutions of rabbit or mouse sera in 
Blocking  Buffer  were  performed  and  100  μl  of  each  dilution  added  to  the 
antigen­coated wells  in  duplicates.  Blocking Buffer  alone was  used  as  a  negative 
control  for  background  noise  determination.  After  2  h  incubation  at  37  °C  in  a 






Laboratories,  Invitrogen)  was  diluted  1:8000  (rabbit  serum  experiments)  or 
1:200000  (mouse  serum  experiments)  in  Blocking  Buffer.  To  this  secondary 





incubation  at  room  temperature  in  the  dark,  the  reaction  was  stopped  by  adding 




proteins,  different  dilutions  of  the  same  serum  samples  were  required  to  obtain 
absorbance  readings within  the mid­range of  the  titration  curve. To  normalise  the 
resultant  absorbance  readings  for  comparison  between  mice  for  which  the  serum 
was  differentially  diluted,  the  absorbance  (OD)  readings  were  multiplied  by  the 
dilution factor used and relative OD units per ml of serum calculated. 
For  determining  cytokine  concentrations  in  culture  supernatants, 
commercially  purchased  mouse  cytokine  ELISA  kits  for  TNF­a,  IL­6,  IL­1β 






pMb3842­BCG  was  grown  in  1.2  litres  of  broth  to  late­log  phase  of 
OD600nm ~ 1.5.  Cells  were  centrifuged  at  2000  x  g,  18  °C  for  15  min.  The 
supernatant  (containing  secreted  proteins)  was  filtered  and  concentrated  using 
Amicon ® Ultra centrifugal filter device with a cut­off of 5­kDa and stored. The cell 
pellets were combined and washed once with 0.16 M NaCl solution, and the above 
centrifugation  repeated. The  supernatant was  discarded  and  the wet weight  of  the 
cells was determined. 
The  BCG  pellet  was  resuspended  in  lysis  buffer  (0.05  M  potassium 
phosphate,  0.022 %  β­mercaptoethanol,  2.4  mg/ml  lysozyme,  pH  6.5)  at  a 
concentration of 1 g wet cell weight/ml  for 2 h  incubation at 37 °C. Subsequently, 
the cells were mechanically lysed by vigorous agitation against zirconia­silica beads 
(0.1  mm  diameter)  using  a  BeadBeater  (Biospec)  set  at  4600  rpm  for  1  min,  in 
4 cycles  and  tubes  were  cooled  at  4  °C  between  cycles.  All  subsequent 
centrifugations were performed at 4 °C. The tubes were centrifuged at 1000 x g for 
10 min to remove unbroken cells. The supernatant was centrifuged at 27,000 x g for 
40  min  to  collect  the  pellet  containing  the  cell­wall  fraction.  This  last  step  was 
repeated  twice.  To  further  purify  the  cell  wall  fractions  collected,  these  were 
combined  and  subjected  to  another  round of  agitation  in  lysis  buffer,  followed by 
subsequent centrifugation steps as described above and the final pellet stored as the 
cell­wall fraction. 
After  final centrifugation above,  the supernatant containing  the cytosol and 




for  1  h,  with  the  pellet  collected  each  time  as  the  cell­membrane  fraction.  The 
supernatant containing the cytosol  fraction was  filtered using a 0.22 μm filter,  and 
concentrated  using  an  Amicon ®  Ultra  centrifugal  filter  device  which  excludes 
protein  smaller  than  5­kDa  in  size  (described  previously  in  Chapter  3, 
Section 3.3.1.15). 
To all the cell fractions obtained, 2 % (v/v) of protease inhibitor cocktail was 
added. An  aliquot  of  each  fraction was  solubilised  using  1 %  SDS  (w/v)  and  the 
protein  concentrations  quantified  using  the  Bradford  assay  described  previously 
(Chapter  3,  Section  3.3.1.19).  A  200  ng  aliquot  of  each  fraction  was  used  for 
Western  blot  analysis  using  polyclonal  rabbit  anti­Rv3812 PE­PGRS  IgG  antibody 
(Section 5.3.3). 
In  one  experiment,  detergent  treatment  was  used  to  strip  off  the  outer 
membrane of pMb3842­BCG to test for proteins released. The cells grown in 20 ml 
of broth to OD600nm  ~ 1, washed  in PBS and  the wet weight of  the cell pellet was 
determined. Tubes  containing  40 mg of  cells were  resuspended  in  50 ml  of  PG05 
solution  (0.5 %  v/v  of Genapol  x­80  in  PBS,  Sigma),  and  incubated  at  30  °C  for 
30 min,  followed  by  centrifugation  at  6000  x  g  for  10  min  at  4  °C.  To  the 
supernatant,  SDS  loading  buffer  (Appendix,  Section  8.5.3) was  added. The  entire 






Western  blot  analysis  was  performed  as  previously  described  (Chapter  3, 
Section  3.3.1.17)  with  minor  modifications.  Anti­Rv3812 PE­PGRS  (week  8 
post­immunisation  rabbit  anti­serum) was  used  as  the  primary  antibody. This was 
diluted 1:100,000 into 20 ml for overnight incubation with the membrane at 4 °C on 
a  shaking  platform.  After  washing,  the  membrane  was  incubated  with  12  ml  of 
HRP­conjugated  goat  anti­rabbit  secondary  antibody  (diluted  1:4800;  GE 
Biosciences) at 4 °C for 2 h. 
5.3.7 Bacterial growth kinetics 
Mid­log  phase BCG broth  cultures  (OD600nm  ~ 0.4)  grown  in  roller  bottles 
were  diluted  to OD600nm  0.004  and  divided  into  two  types  of  growth  conditions  at 
37 °C in sterile 20 x 125 mm screw­capped glass tubes.  For shaking cultures, 10 ml 
cultures were incubated shaking at 180 rpm; these tubes were opened once daily for 
aeration  and  the  screw­caps  were  loosely  fitted.  For  stirring  cultures  which  are 
designed  to establish  a state of mycobacterium in vitro non­replicating persistence 
(NRP) by gradual oxygen depletion (Wayne and Hayes, 1996), 17 ml cultures were 
tightly  sealed  with  sterile  8  mm  stir  bars  within  the  tubes.  These  tubes  were 
incubated on a magnetic stirring platform, stirring at 120 rpm. Three tubes of each 






The  J774A.1  macrophage  cell  line  (ATCC)  were  cultured  at  37  °C  in 
humidified  air  containing  5%  CO2,  using  75  cm 
2  flasks  (Falcon)  and  DMEM­5 
medium – Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, supplemented with 5 % FCS and 
20 mM HEPES (Sigma). The macrophages (3 x 10 5  in 1 ml) were seeded in 12­well 
tissue  culture  plates  (Nunc) with  or without  10  ng/ml  of  lipopolysaccharide  (LPS; 
Sigma)  overnight.  Prior  to  BCG  infection,  the  wells  were  replaced  with  fresh 
DMEM­5  containing  50  μg/ml  ferric  ammonium  citrate  (FAC;  Appendix, 
Section 8.8). Live BCG were added at 2 BCG per macrophage (6 x 10 5 per well) for 
3 h  incubation.  At  this  point,  some  wells  of  macrophages  were  harvested  to 
determine  percentage  of  BCG  entry  into  the  macrophages.  The  remaining  wells 
were  treated with  20 ng/ml  gentamycin  (Sigma)  for  3  h  to  kill  extracellular BCG. 
The  culture  medium  was  then  replaced  with  1  ml  of  fresh  DMEM­5  containing 
50 μg/ml FAC and 5 μg/ml kanamycin,  for a  further 2 days of  incubation. At this 
point, some wells of macrophages were harvested to determine intracellular bacteria 




twice  with  sterile  PBS  to  remove  extracellular  BCG,  then  lysed  with  0.2  ml  of 
filter­sterilised  0.1  %  saponin  (Sigma),  with  microscopic  examination  for 
verification  of  complete  lysis.    The  cell  lysates  containing  released  bacteria were 
collected,  and  the  wells  rinsed  once  with  1  ml  of  Middlebrook  7H9  medium  to 





Serial  dilutions were made  and  agar  cultures  set  up  to  determine  viable CFU  per 
well. 
5.3.9 Measurement of infectivity of BCG strains in macrophages 
Sterile  13  mm  coverslips  were  placed  in  each  of  well  of  a  24­well  tissue 
culture plate (Nunc) and 1 x 10 5  J774A.1 macrophages were seeded per well, with 
or without  10  ng/ml  of LPS. After overnight  stimulation,  the  culture medium was 
replaced  with  1  ml  of  fresh  DMEM­5  medium  containing  50 μg/ml  FAC.  BCG 
(1 x 10 6 )  were  added  per  well  (i.e.  10  BCG  per  macrophage)  and  plate  was 
incubated for 3 h. Subsequently,  the wells were washed twice with PBS to remove 
extracellular BCG and cells were fixed with 4 % paraformaldehyde for 15 min. The 









macrophages  counted  (%  BCG  infected  cells).  The  average  number  of  BCG  per 






In  some  experiments,  prior  to  infection  of macrophages,  different  dilutions 
of  complement­inactivated,  IgG  purified  rabbit  anti­sera  containing 
anti­Rv3812 PE­PGRS  or  anti­ovalbumin  (negative  control)  or  pre­immune  sera 
(Section 5.3.10) were added to pMb3842­BCG for 1 h incubation at 37 °C, shaking 
at  180  rpm.  The  antibody­treated  BCG  were  washed  once  with  PBS  containing 
0.05 % Tween­80, and centrifuged at 6000 x g, 10 min at  room  temperature,  then 
resuspended in the same medium for use in infecting macrophages. 
5.3.10 Preparation of complement­inactivated polyclonal rabbit IgG 
Rabbit  sera were  purified using  the Melon TM  Gel  IgG  spin  purification  kit 
(Thermo scientific) to remove serum proteins other than IgG antibodies. The serum 
was  diluted  1:10  in  Melon  gel  purification  buffer  provided  in  the  kit.  The  spin 
column containing the gel was washed twice with 300 ml of purification buffer, and 
centrifuged  at  3000  x  g  for  1  min.  Five  hundred  millilitres  of  the  diluted  rabbit 
serum  was  added  into  the  spin  column,  and  column  was  incubated  at  room 
temperature for 5 min with end­over­end mixing to allow non­IgG proteins to bind 
to  the  gel.  The  centrifugation  was  repeated  and  the  purified  IgG  antibodies  were 
eluted. Serum complement was inactivated by incubating the purified sera at 56 °C 
for  30 min.  The  purified  IgG  antibody  titres  were  measured  by  ELISA 







Endotoxin potentially present  in  the purified  recombinant proteins used  for 
cell  culture  or  murine  immunisation  experiments  was  removed  using  EndoTrap ® 
Red  pre­packed  columns  (Lonza).  All  the  reagents  and  materials  used  were 
endotoxin­free,  and  endotoxin  removal  was  performed  inside  a  biosafety  level  2 









Detection  of  endotoxin  levels  in  the  recombinant  proteins  generated  was 
performed using Cambrex endotoxin detection kit (Cambrex). Endotoxin standards 
of  0.1  EU/ml,  0.25  EU/ml,  0.5  EU/ml  and  1  EU/ml were  set  up  according  to  kit 
instructions. Protein samples were either used neat or diluted using  the endotoxin­ 
free  water  provided.  Tubes  containing  protein  samples  spiked  with  0.4  EU/ml  of 
endotoxin were prepared as positive controls. 
A  96­well  flat­bottom  pyrogen­free  microplate  (Nunc)  was  incubated  at 
37 °C prior to use. To each well of  the microplate, 50 μl of  the protein samples or 




water  were  used  as  negative  controls.  First,  50  μl  of  reconstituted  limulus 
amebocyte  lysate  (LAL) was added and the microplate was  incubated at 37 °C  for 
10  min.  Subsequently,  100  μl  of  37  °C  pre­warmed  chromogenic  substrate  was 
added per well for 6 min incubation at 37 °C in the dark. The reaction was stopped 
by adding 50 μl of 10 % SDS (w/v)  solution. The microplate was  read at 405 nm 
using Sunrise­Magellan ELISA reader  (Tecan). Levels of endotoxin present  in  the 
protein  samples  were  determined  using  the  standard  curve.  The  Rv3812 PE  and 
Rv3812 PE­PGRS  recombinant  proteins  used  in  the  immunological  studies  described 
had endotoxin  levels of <0.01 EU/ml and <0.03 EU/ml, respectively. Additionally, 
to  further  ensure  that  there  were  no  immune  effects  attributable  to  endotoxin, 





from  Biopolis  Resource  Centre  and  housed  in  isolator  cages  with  filter  tops 










intervals  with  100  μl  of  either  Rv3812 PE  or  Rv3812 PE­PGRS  recombinant  protein 
(1 mg/ml)  or  PBS,  in  30  μl  of alum  adjuvant  (Alu­Gel­S;  Serva),  and mice were 
sacrificed 1 week after the last immunisation. 
Spleens  were  homogenised  in  RPMI  1640  medium  supplemented  with 
2 mg/ml  L­glutamine  and  10 %  FCS  (RPMI­10)  using  a  40  μm  cell  strainer  (BD 
Falcon) to obtain single spleen cell suspensions.  Whole splenocytes obtained were 
subjected  to  RBC  lysis  as  described  previously  (Chapter  4,  Section  4.3.11),  and 
viable  splenocytes  were  counted  after  staining  with  0.4 %  Trypan  blue.  Blood 




Splenocytes  of  infected  mice  were  resuspended  in  4  ml  of  RPMI­10,  and 
1 ml aliquots treated with Dynabeads mouse pan B beads (25 μl per 1 x 10 7  viable 




The  cell  suspensions  were  centrifuged  at  350  x  g,  10  min  at  room 
temperature,  and  cell  pellets  were  resuspended  in  RPMI­20  and  10  μg/ml 





Rv3812 PE  or Rv3812 PE­PGRS  protein  (5 μg/ml) or PBS  for 6 days. The supernatants 
were centrifuged at 600 x g, 4 °C for 10 min and stored for cytokine analysis. 
For  the  protein­immunised  mice,  splenocytes  were  stimulated  with  either 
Rv3812 PE  (2.5 μg/ml), Rv3812 PE­PGRS  protein (2.5 μg/ml), anti­CD3 and anti­CD28 




processed  as  described  above  (Section  5.3.14).  Each  well  of  the  96­well 
MultiScreenHTS  filter  microplate  (Millipore)  was  coated  with  100  μl  of  purified 
mouse  anti­IFN­g  capture  antibody  (BD  ELISPOT  kit;  BD Biosciences)  diluted 
1:200  in PBS  (pH 7.2)  and  the microplate was  incubated  at  4  °C overnight. Each 
well was  treated with  200  μl  of  blocking  buffer  (RPMI­10)  for  2 h,  then 3  x  10 5 
viable  cells  seeded  in  200  μl  culture  medium  (RPMI­10)  containing  10  μg/ml 
Polymyxin B. Cells were stimulated with either Rv3812 PE or Rv3812 PE­PGRS protein 
(5 μg/ml),  anti­CD3  and  anti­CD28  antibodies  (1 μg/ml  and  2 μg/ml  respectively, 
BioLegend), or PBS in triplicates for 2 days. 
To  determine  number  of  IFN­g­producing  cells  (spot­forming  units)  upon 
antigen  stimulation,  cells  were  lysed  with  distilled  water.  This  was  followed  by 
washing  thrice  with  200  μl  of Wash Buffer  (PBS­0.05 % Tween­20)  with  1  min 
incubation  between  each  wash.  To  each  well,  100  μl  of  biotinylated  anti­mouse 




added and the microplate was  incubated at room  temperature for 2 h,  then washed 
again  as  above.  After  1  h  incubation  with  100  μl  of  streptavidin­conjugated 
horse­radish  peroxidase  diluted 1:100  in Dilution Buffer,  the  plate was washed  as 
above, then washed twice in 200 μl of PBS. Finally, 100 μl of substrate solution mix 




5.3.16  Assay  of  induction  of  TNF­a  in  primary  macrophages  treated 
with PE­PGRS proteins 
Bone  marrow  derived  macrophages  (BMDM)  obtained  as  described  in 
Chapter 4,  section 4.3.11, were seeded at 5 x 10 4  cells  in 200 μl DMEM medium, 
containing  10 %  FCS  and  10 μg/ml  polymyxin  B  in  96­well  round­bottom  tissue 
culture  plates.  To  each  triplicate  set  of  wells,  Rv3812 PE  or  Rv3812 PE­PGRS 
recombinant proteins (10 μg/ml), LPS (10 ng/ml) or PBS was added, and plate was 




Group  means  and  medians  were  compared  using  the  Student  t  test  and 








to  generate  pMb3842­BCG  strain  overexpressing  Mb3842 PE­PGRS  protein  under  a 
strong  constitutive  hsp60  promoter  (Stover  et  al.,  1991). Western  blot  analysis  of 
the  whole  cell  lysates  of  pMV261­BCG  and  pMb3842­BCG  using  polyclonal 
anti­Rv3812 PE­PGRS antiserum revealed a protein band that corresponds to the size of 
the Mb3842 PE­PGRS  protein  (~  52  kDa). This  suggests  that  the  expression  level  of 
Mb3842 PE­PGRS  protein  in  pMb3842­BCG  (Lane 2  Fig. 5­1B)  was  significantly 
higher than control strain pMV261­BCG (Lane 1 Fig. 5­1B). Since the whole BCG 
lysate  did  not  yield  any  significant  cross­reacting  bands,  it  suggests  that  the 
anti­Rv3812 PE­PGRS  antibody  is  directed  specifically  towards  the  Mb3842 PE­PGRS 
protein, not towards other PE­PGRS proteins present in BCG.  Western blot analysis 
of  Rv3812 PE  and  Rv3812 PE­PGRS  recombinant  proteins  using  the  same 
anti­Rv3812 PE­PGRS antiserum revealed bands corresponding to the expected sizes of 






Fig.  5­1:  pMb3842­BCG  overexpressing  Mb3842 PE­PGRS  (Rv3812 PE­PGRS ).  (A) 
Schematic  diagram  of  pMV361­Mb3842  plasmid.  (B)  Western  blot  analysis  of 
whole­cell  lysates  (each  10 mg)  of  pMV261­BCG  (Lane  1)  and  pMb3842­BCG 
(Lane 2) strains,  and purified recombinant proteins (each 100 ng) of Rv3812 PE­PGRS 




































state  of  non­replicating  persistence  (NRP).  Mb3842 PE­PGRS  of  M.  bovis  BCG  is 
identical  to  Rv3812 PE­PGRS  protein  of Mtb H37Rv,  so  they  are  likely  to  serve  the 
same  functions  in  the  respective  organisms.  We  investigated  whether 
overexpression of Mb3842 PE­PGRS  influences the growth rate of BCG broth cultures 
under aerobic conditions (shaking) and gradually depleting oxygen tension (stirring). 
Both  pMV261­BCG  and  pMb3842­BCG  strains  exhibited  similar  growth 
rates over a 13­day period under  both  shaking and stirring conditions  (Fig. 5­2A). 
Under shaking conditions where oxygen tension was high, both BCG strains showed 
similar  rates  of  exponential  growth  followed  by  stationary­phase  growth.  The 
observed  increments  in  optical  density  of  the  culture  over  the  13­day  period 
corresponded  to  the  increase  in  colony­forming  units  (Fig.  5­2B),  which  reflects 
viable cell count. In the stirring cultures, consistent with the Wayne model, overall 
growth  rates  of  the  two  strains  were  lower  than  the  equivalent  shaking  cultures 
(Fig. 5­2A).  However,  at  the  peak  of  the  stirring  culture  growth  curve,  when 




difference  in  CFU  counts  between  the  strains  (Fig. 5­2B),  suggesting  that  over­ 
expression of Mb3842 PE­PGRS  protein did not confer the pMb3842­BCG strain with 
enhanced  survival  properties  during  its  dormancy  phase  induced  by  low  oxygen 
tension. 
Fig.  5­2:  Growth  rate  of  pMV261­BCG  and  pMb3842­BCG  strains  under 
shaking and stirring conditions. BCG were grown in broth under aerobic (shaking) 
or  gradually  decreasing  oxygen  tension  (stirring)  conditions  based  on  the Wayne 
model. Growth curves were based on (A) optical density at 600 nm and (B) colony 
forming  units  (CFU)  over  a  13­day  period.  Data  shown  represent  one  of  three 
independent  experimental  sets  with  similar  results;  error  bars  represent  the  mean 
± 2SD of triplicate tubes within one set. 





















































Following  Rv3812 PE­PGRS  protein  immunisation,  rabbit  serum  samples 
collected serially were assayed for anti­Rv3812 PE­PGRS antibody titres. Sera obtained 
at weeks 8 and 10 post­immunisation had  the highest  levels of anti­Rv3812 PE­PGRS 
IgG antibodies  (Fig.  5­3A). Comparison with  the  level  of  anti­Rv3812 PE­PGRS  IgG 
antibody  detected  from  the  pre­immune  serum  suggests  that  the  response  was 
specific to the protein used for immunisation. The ELISA was also performed using 
Rv3812 PE  protein  to  determine  whether  the  Rv3812 PE­PGRS  anti­sera  recognised 
epitopes  in  the  PE  domain  (Fig.  5­3B).  Sera  obtained  at  weeks  8  and  10 
post­immunisation  also  had  the  highest  levels  of  anti­Rv3812 PE  IgG  antibodies 
compared  to  antibody  titres  at  earlier  time­points. Based on  these  titration  results, 
rabbit  antiserum  at  10 ­5  dilution  from  the  week  8  post­immunisation  sample  was 
thus  used  in  subsequent  experiments  requiring  anti­Rv3812 PE­PGRS  antibodies. 
Although more Rv3812 PE  protein antigen (100 ng/well, Fig. 5­3B) was used in this 
ELISA,  relative  to  Rv3812 PE­PGRS  protein  antigen  (50  ng/well,  Fig.  5­3A),  the 
anti­Rv3812 PE  IgG  antibody  titre  was  significantly  lower,  suggesting  that  the 





Fig.  5­3:  Anti­Rv3812 PE­PGRS  IgG  antibody  titres  in  the  sera  of  rabbits 
immunised with Rv3812 PE­PGRS  recombinant protein. Sera were collected prior to 
immunisation  (pre­immune),  and  at  4,  8  and  10  weeks  post­immunisation,  and 
serially  diluted.  ELISA  was  used  to  evaluate  anti­serum  binding  to  (A) 
Rv3812 PE­PGRS  (50  ng/well)  and  (B)  Rv3812 PE  antigen  (100 ng/well).  Means  of 
duplicate wells are shown. 



























































of  a  protein  band  of  ~  51  kDa,  corresponding  to  the  size  of  the  native 
Mb3842 PE­PGRS  protein.  There  was  no  specific  band  in  the  lysate  of  a  control 
Gram­positive  bacterium,  Bacillus  subtilis  (Fig.  5­4,  Lane  5),  which  does  not 
express PE­PGRS proteins, thus confirming the specificity of the antibody binding. 
To  determine  the  cellular  location  of  Mb3842 PE­PGRS  protein  in  BCG, 
pMb3842­BCG lysate was fractionated. A band corresponding to the Mb3842 PE­PGRS 
protein was observed in the cell wall and cell­membrane fractions (Fig. 5­4, Lanes 1 
and 2), but not  in  the cytosolic  fraction  (Fig. 5­4, Lane 3),  thereby confirming  the 
location of this protein. 
Since Mb3842 PE­PGRS protein  is  a  cell­wall  associated  protein  of  BCG,  we 
investigated whether  this  protein  is  associated with  the  cell  surface  lipids  of BCG 
(i.e.  whether  it  is  an  outer  membrane  protein).  A  mild  detergent,  Genapol  x­80, 
known  to  remove  mycobacterium  outer  membrane  proteins  upon  heat  treatment 
(Heinz and Niederweis, 2000; Niederweis, 2003; Mahfoud et al., 2006), was used to 
treat  pMb3842­BCG.  Treatment  with  Genapol  x­80  detergent  at  the  fairly  low 






Fig.  5­4:  Western  blot  analysis  of  cellular  fractions  of  pMb3842­BCG  and 
supernatant of pMb3842­BCG treated with Genapol x­80 detergent. Polyclonal 




was  treated with  0.5 %  v/v Genapol  x­80  detergent  for  30 min  at  30  °C,  and  the 
supernatant collected analysed for released Mb3842 PE­PGRS protein. 
5.4.5  Effects  of  Mb3842 PE­PGRS  overexepression  on  bacterium­cell 
interactions 
Given  that Mb3842 PE­PGRS  protein was  localised  to  the  cell  membrane  and 
cell wall (Fig. 5­4), it was hypothesised that  it may interact with host macrophages 




significantly  different  between  the  strains  (Fig.  5­5A). Next,  the  infection  score,  a 
relative scale reflecting numbers of BCG per infected macrophage, was studied as a 
measure  of  the  degree  of  infectivity  of  each  strain.  No  differences  between  the 








The  number  of  viable  BCG  in  the  host macrophages  over  several  days  of 
infection  was  next  investigated  by  lysing  the  cells  at  various  time­points  and 
culturing the bacteria released. The percentage of BCG which entered the cells was 
measured at 3 hours, relative to the number of BCG used for  infection. Regardless 
of  the  activation  status  of  the  macrophages,  this  was  not  significantly  different 
between the strains (Fig. 5­5C). Similarly, the intracellular survival by viable counts 
of the two strains was similar at 2 and 5 days post­infection regardless of activation 
status  of  the macrophages  (Fig.  5­5D).  These  data  suggest  that  overexpression  of 
Mb3842 PE­PGRS protein neither changes the survival of BCG within the macrophages 
nor alters the ability of the BCG to enter macrophages. 
We  postulated  that  overexpression  of  Mb3842 PE­PGRS  protein  on  the 
cell­surface  could  induce  recognition  by  cells  of  innate  immunity.  Culture 
supernatants  obtained  from  the  non­activated  macrophages  infected  with  the  two 
BCG strains were tested for production of macrophage­associated cytokines (IL­1b, 


















































































































Fig.  5­5:  Entry  and  survival  of  BCG  strains  in  macrophages  and  cytokines 
induced.  J774A.1  macrophages,  with  (‘LPS’)  or  without  (‘w/o  LPS’)  prior 
lipopolysaccharide activation, were infected with pMV261­BCG or pMb3842­BCG 
strains. At 3 h post­infection, (A) % of BCG infected cells, and (B) infection score 
(relative  score  reflecting BCG numbers  per  cell) were  determined by microscopic 
examination.  Following  counting  of  viable  BCG  colonies  formed,  (C)  viable 
intracellular BCG as a % of CFU in the initial inoculum used, and (D) fold increase 
in CFU count  of  intracellular BCG at  2  and  5  days  post­infection,  relative  to  3  h 
post­infection, were calculated. (E) Supernatants were collected from the cultures at 
2 days post­infection, and the levels of IL­1b, IL­6, IL­12p70 and TNF­a cytokines 




Wild­type BCG was  initially  used  in  this  antibody  blocking  experiment  to 
investigate  whether  the  blocking  of  this  surface­exposed  protein  affects  BCG 
infectivity  (data  not  shown).  As  we  were  unable  to  observe  any  dose­dependent 
change  in  BCG  infectivity  with  the  various  concentrations  of  antibody,  we 




in  dose­dependent  reduction  in  percentage  of  infected  macrophages  (Fig.  5­6A). 
However,  the  impact  of  using  the  different  concentrations  of  antibody  was 
negligible.  Although  there  was  a  statistically  significant  difference  in  percentage 
infectivity  between  anti­Rv3812 PE­PGRS treatment  and  pre­immune  serum  treatment 
at  the  highest  antibody  concentration  (10 ­1  dilution),  the  absolute  difference  in 




surface­exposed  Mb3842 PE­PGRS  protein  did  not  result  in  significant  reduction  in 
BCG  infectivity,  it  suggests  that  the  biological  relevance  of  this  protein  on 
host­pathogen interaction may be limited. Therefore, this protein is unlikely to have 
any role in mycobacterium entry into macrophages. 
Although  untreated  pMb3842­BCG  gave  the  highest  infection  score 
(Fig. 5­6B), BCG treated with anti­Rv3812 PE­PGRS antibody showed similar infection 
scores  as  those  treated  with  anti­ovalbumin  or  pre­immune  sera,  regardless  of 
antibody  dilutions.  This  suggests  that  blocking  of  interactions  between  the 
macrophage and Mb3842 PE­PGRS has no significant impact on the BCG load per cell. 
It  was  observed  that  pre­treatment  of  pMb3842­BCG with  anti­ovalbumin 
anti­serum resulted in significant dose­dependent increase in percentage of  infected 
macrophages (Fig. 5­6A). It is possible that this may be related to albumin from the 
BCG  growth media  adhering  to  bacteria  cell  surfaces,  resulting  in  binding  of  the 
anti­ovalbumin  antibody  to  BCG.  This  may  have  led  to  opsonisation,  thus 






with  complement­inactivated  anti­sera  (IgG  purified  rabbit  polyclonal 
anti­Rv3812 PE­PGRS  or  anti­ovalbumin  antibody  or  pre­immunisation  rabbit  sera 
prior  to  infecting  J774A.1  macrophages.  (A)  %  of  BCG­infected  cells  and  (B) 
infection  score  at  3  h  post­infection were  determined  by microscopy. Data  shown 
represent  one  of  three  independent  experimental  sets  with  similar  results;  group 
means ± 2SD of triplicate experiments within one set are shown. 



























































(Rv3812 PE )  were  measured  in  BCG­immunised  mice  to  test  the  memory  T  cell 
response  induced  after  live  mycobacterium  infection.  Splenocytes  of  BCG­ 
immunised mice  stimulated with Rv3812 PE­PGRS  protein  showed  the  highest  IFN­g 
responses, significantly higher than the PBS­immunised mice (p = 0.02, Fig. 5­7A). 
The  response  to  Rv3812 PE­PGRS  was  also  significantly  higher  than  to  Rv3812 PE  in 
BCG­immunised  mice  (p  =  0.002).  BCG  and  PBS  mice  showed  similar  IFN­g 
responses to Rv3812 PE . Therefore, it is likely that it is the PGRS domain rather than 
the  PE  domain  of  this  protein  that  is  immunogenic  to  T  cells  and  induces  IFN­g 
production.  The  results  also  imply  that  in  mycobacterium­infected  mice,  there  is 
sufficient in vivo expression of Rv3812 PE­PGRS  to induce a significant recall response. 
The  frequency  of  IFN­g­producing  T  cells  specific  for  Rv3812 PE  and 
Rv3812 PE­PGRS  proteins was  also  investigated  in mice  given  live BCG  intranasally 
(Fig.  5­7C).  Splenocytes  of  BCG­immunised  mice  stimulated  in  vitro  with 
Rv3812 PE­PGRS  protein  had  significantly  higher  number  of  antigen­specific 
IFN­g­producing T cells compared to those stimulated with Rv3812 PE  (p = 0.02) or 
PBS  (p  =  0.01).  The  mean  frequency  of  Rv3812 PE­PGRS ­specific  T  cells  in 
BCG­immunised  mice  was  40  cells  per  million,  and  the  frequency  of 
Rv3812 PE ­specific T cells was 12 cells per million. 
The  IL­10  response  to Rv3812 PE­PGRS  was  also  significantly  higher  than  to 
Rv3812 PE protein in both types of mice. However, IL­10 production by splenocytes 





same  trend  was  seen  with  Rv3812 PE ­specific  IL­10  responses.  Therefore,  in  the 
BCG­immunised  mice,  it  appears  that  the  IL­10  response  to  Rv3812 PE­PGRS  was 
























































































M.  bovis  BCG  or  PBS  intranasally  (3  mice  per  group)  were  sacrificed  one  week 






It  has  been  suggested  that  Rv1818c PE­PGRS  protein  binds  to  and  signals 
through TLR­2 (Basu et al., 2007), implying that this PE­PGRS protein can directly 
induce  innate  immunity.  We  therefore  investigated  the  macrophage  response  to 
Rv3812 PE­PGRS  protein  (Fig.  5­8).  The  levels  of  TNF­a  secreted  by  primary  bone 
marrow­derived macrophages (BMDM) stimulated with Rv3812 PE or Rv3812 PE­PGRS 
proteins for six hours were similar to levels in unstimulated cells (negative control). 
No  significant  increase  was  observed  upon  prolonged  stimulation  (24  h).  The 
positive  control LPS,  a PAMP known  to  elicit TNF­a production  via TLR­2, was 






with  Rv3812 PE­PGRS  protein. BMDMs were  stimulated  in  vitro with  10 mg/ml  of 
Rv3812 PE  or Rv3812 PE­PGRS  in  triplicate wells  for 6 and 24 h. Culture supernatants 
were  collected,  and  the  levels  of TNF­a  secreted were measured  by ELISA. Data 
shown  represent  one  of  three  independent  experimental  sets  with  similar  results; 
error bars represent the mean ± 2SD of triplicate experiments within one set. 
5.4.9 Murine immunisation with Rv3812 PE­PGRS 
The  cellular  immune  response  generated  by  murine  immunisation  with 
Rv3812 PE­PGRS  or Rv3812 PE  recombinant proteins was studied.  Both Rv3812 PE  and 
Rv3812 PE­PGRS ­immunisation  resulted  in  significantly  higher  IFN­γ  responses, 
following  in  vitro  re­stimulation  with  their  respective  immunising  antigens,  than 
PBS  immunisation  (p = 0.02 and p = 0.003 respectively, Fig. 5­9A) However,  the 
IFN­γ response in Rv3812 PE­PGRS ­immunised mice was significantly higher than that 
observed  in  Rv3812 PE ­immunised  mice  upon  restimulation  with  their  respective 
immunising antigens (p = 0.02). Thus, Rv3812 PE­PGRS was more immunogenic to T 
cells than Rv3812 PE protein. 




















We  also  studied  the  IL­10  responses  in  immunised  mice  (Fig.  5­9B). 
Splenocytes  from  both  Rv3812 PE  and  Rv3812 PE­PGRS ­immunised  mice  secreted 
similar  levels of IL­10 following  in vitro  restimulation respectively with Rv3812 PE 
and  Rv3812 PE­PGRS .  Both  IL­10  responses  were  significantly  higher  relative  to 
control (PBS) mice  following  in vitro  re­stimulation with either protein, as well as 
relative to unstimulated cells of either group of immunised mice. 


































































Fig.  5­9:  Cellular  immune  response  of  mice  immunised  with  Rv3812 PE­PGRS 
protein 
Mice  were  immunised  with  three  doses  of  either  Rv3812 PE  or  Rv3812 PE­PGRS 




by ELISA. Data  shown  represent one of  three  independent  experimental  sets with 
similar results; error bars represent the mean ± 2SD of triplicate experiments within 
one set. Statistics by Student t test. ND = not detectable; NA = not analysed. 
Immunisation with Rv3812 PE­PGRS  protein  elicited  high  levels  of  antibodies 
towards  both  Rv3812 PE­PGRS  and  Rv3812 PE  proteins,  significantly  higher  than 
immunisation  with  either  Rv3812 PE  or  PBS  (Fig.  5­10).  There  was  a  negligible 
















































Mice  were  immunised  with  three  doses  of  either  Rv3812 PE  or  Rv3812 PE­PGRS 
proteins  or  PBS  (3  mice  per  group),  and  sacrificed  one  week  after  the  last 
immunisation.  Sera  of  6  –  8  mice  from  each  treatment  group  were  analysed  by 
ELISA  to  identify  mouse  anti­IgG  antibody  against  Rv3812 PE  or  Rv3812 PE­PGRS 
proteins.  Bars  indicate  group  medians,  and  error  bars  indicate  75 th  and  25 th 








M. marinum  in  vivo  survival  (Ramakrishnan  et  al.,  2000),  microarray  studies 
suggest that Mtb H37Rv and Mtb clinical isolate 1254 down­regulate expression of 
rv3812 in a non­replicating persistence (NRP) dormancy model and in the stationary 
growth  phase,  respectively  (Voskuil  et  al.,  2004).  Mtb  rv1651c  is  also  an  Mtb 
rv3812  homologue,  both  are  PE­PGS  proteins  but  whether  they  have  similar 
functions  is  not  clear. Mtb  rv1651c  is  constitutively  expressed  intracellularly,  but 
not up­regulated in Mtb under conditions of low oxygen tension, nutrient starvation 
or  low  pH  environment  in  vitro  (Dheenadhayalan  et  al.,  2006).  Therefore,  this 
PE­PGRS  protein  could  be  required  for  survival  within  the  macrophages,  but 
increased  expression  does  not  confer  additional  survival  advantage.  These  agree 
with  our  observations  that  overexpression  of  this  protein  Mb3842 PE­PGRS  neither 
confer  enhanced BCG  survival  in  the Wayne model NRP  condition  (Fig.  5­2)  nor 
affect BCG survival within the macrophages (Fig. 5­5D). However, there are reports 
that  Mtb  in  murine  bone  marrow  macrophages  and  human  alveolar  type­II 
pneumocytes (A549 cell  line) show, respectively, a steady  increase  in and constant 
expression of rv1651c over a period of 10 days  (Delogu  et al., 2006), and Mtb  in 
spleens  and  lungs  of  mice  express  high  and  low  levels  of  rv1651c,  respectively, 
during  the  chronic  stage  of  infection.  Thus,  there  appears  to  be  differential 
regulation of Mtb rv1651c in different host cells. 
Our cell  fractionation study showed that Mb3842 PE­PGRS  protein  is  localised 









on  the  bacterium  cell  surface,  as  supported  by  the  observation  that  this  protein  is 
weakly  associated  with  the  surface­lipid  outer  membrane  (Fig.  5­4).  The 
overexpression  of  this  protein  did  not  confer  enhanced  macrophage  entry  or 
intracellular  survival  advantage  (Fig.  5­5).  In  addition,  pMb3842­BCG pre­treated 
with  anti­Rv3812 PE­PGRS  antibody  to  block  direct  interaction  between  this 
cell­surface  associated  Mb3842 PE­PGRS  protein  and  macrophages  did  not  result  in 
reduced  macrophage  infectivity  (Fig.  5­6A).  This  suggests  that  Mb3842 PE­PGRS  is 
unlikely  be  playing  a  role  in  interactions  between  BCG  and  its  host  cell.  The 
Rv1818c PE­PGRS  protein  has  been  linked  to  BCG­macrophage  interactions  as 
gene­deleted  strains  have  impaired  macrophage  entry  and  fail  to  form  aggregates 
(Brennan et al., 2001; Delogu et al., 2004), but this protein  is also not  involved  in 
bacterium  survival within macrophages. This may  imply  that  cell­surface  exposed 
PE­PGRS proteins have different roles in macrophage entry. 
Antibody­binding  has  been  known  to  enhance  innate  and  cellular  immune 
responses  against  mycobacteria  (de  Valliere  et  al.,  2005).  We  show  that 
Rv3812 PE­PGRS  protein immunisation elicits specific antibody responses (Fig. 5­10). 
In the humoral study of TB patients, we found that human TB contacts with  latent 
TB  infection  had  elevated  levels  of  anti­Rv3812 PE­PGRS  antibodies  equivalent  to 
those with  active  TB,  but  levels  dropped  in  treated  TB  cases  (Chapter  3,  Section 




spread  in  latent  TB.  Therefore,  immunisation  of  TB  patients  with  Rv3812 PE­PGRS 
protein during early infection may aid in the containment of the Mtb. 
Interaction  between  TLRs  and  pathogen  associated  molecular  patterns 
activates  nuclear  factor­kB,  which  regulates  expression  of  pro­inflammatory 
cytokines  such  as  IL­1,  IL­2,  IL­6,  IL­12  and  TNF­a  (Ghosh  et  al.,  1998).  The 
PGRS domain of Rv1818c PE­PGRS  protein, but not Rv2853 PE­PGRS  or Rv3812 PE­PGRS , 
induces  a  TLR2­dependent  TNF­a  response  in  RAW264.7  macrophages  (Basu  et 




although  it  is  a  cell­wall  associated  protein,  Mb3842 PE­PGRS  may  not  engage 
pathogen­recognition  receptors  on  macrophages,  even  though  it  is  involved  in 
mycobacterium  entry  into  macrophages  as  discussed  earlier.  This  could  be 
advantageous  to  the  pathogen,  since  entry  into  macrophages  via  a  non­activating 
pathway would promote survival of the bacterium (Leemans et al., 2005). 
It has  been  shown  that  the MspA porin, a mycobacterium outer membrane 
protein  (Mahfoud  et  al.,  2006)  is  released  upon  Genapol  x­80  mild  detergent 
treatment at high temperature (Heinz and Niederweis, 2000). Using this reagent, we 
showed that Mb3842 PE­PGRS protein of BCG could be extracted at the relatively low 
temperature of  30  °C  (Lane 6,  Fig.  5­4). Rv1818c PE­PGRS  protein  expressed on  the 
cell  surface of M.  smegmatis  is  also released upon  treatment with  this detergent at 





mycobacterium  exposure  to  alveolar  surfactants,  antibacterial  peptides  or  other 
antibacterial defence (Brennan et al., 2001; Dheenadhayalan et al., 2006; Basu et al., 
2007).  This  mechanism  could  explain  the  release  of  Rv1818c PE­PGRS  protein  via 
exosomes  by  Mtb­infected  dendritic  cells  and  macrophages  into  the  extracellular 
environment, and the subsequent T cell uptake of these exosomes with activation of 
T  cell  apoptotic  signals  (Balaji  et  al.,  2007;  Cascioferro  et  al.,  2007).    If  the 
Rv3812 PE­PGRS has similar properties, the release of this protein into the extracellular 
environment may explain why BCG­immunised mice have reasonably strong T cell 
recall  responses  against  this  protein  (Fig.  5­7).  It  will  be  interesting  to  evaluate 
whether  Rv3812 PE­PGRS  protein  expressed  by  mycobacteria  during  infection  is 
released via exosomes, and whether  its uptake by T cells  induces apoptosis, as this 
may have a role in granuloma maintenance (Russell, 2001). 
Certain  PE­PGRS  proteins  are  potent  inducers  of  humoral  and  cellular 
responses (Abou­Zeid et al., 1991; Espitia et al., 1999; Delogu and Brennan, 2001; 
Singh et al., 2001; Campuzano et al., 2007). Since our study of antibody responses 
in active TB patients  suggests  that Rv3812 PE­PGRS protein  is  likely  to be expressed 
during  in vivo  infection (Chapter 3, Section 3.4.7), we  investigated  the memory T 
cell response to Rv3812 PE­PGRS protein in live BCG­immunised BALB/c mice. Their 
T  cells  showed  IFN­g  responses  (Fig.  5­7A)  towards  Rv3812 PE­PGRS  but  not 
Rv3812 PE  protein,  and  frequency  of  antigen­specific  cells  was  also  significantly 
higher  against  the  full­length  protein  (Fig.  5­7C).  Therefore,  in  the  memory 












et  al.,  2007).  Following  direct  protein  immunisation,  both  Rv3812 PE  and 
Rv3812 PE­PGRS  induced  high  levels  of  IFN­g,  the  latter  10­fold  higher  than  the 
former (Fig. 5­9A). Again, this shows that epitopes in the PGRS domain contribute 
substantially  to  the  T  cell  response  to  this  protein.  This  contrasts  with  the 
observations with Rv1818c PE­PGRS , but agrees with observations on Rv1759c PE­PGRS 
(Campuzano  et  al.,  2007).   Therefore,  in  spite  of  their  PE  domain  homologies,  it 
appears  that host T cell  responses  to different PE­PGRS family members may not 
have a common domain specificity, and could be varied depending on the individual 
epitopes presented in different proteins. 
The  lack  of  significant  T  cell  and  antibody  responses  to  the  Rv3812 PE 
protein  in  mycobacterium­infected  mice  and  humans  (Chapter  3,  Fig.  3­9C), 
respectively,  suggest  that  in  natural  mycobacterium  infections,  the  host  immunity 
fails to recognise the PE domain of the Rv3812 PE­PGRS  protein expressed in vivo by 
mycobacteria. Anti­Rv3812 PE  antibodies may have an  important  role  in conferring 
protection  against  disease  development,  since  active  TB  patients  with  most 




anti­Rv3812 PE­PGRS  responses  (Chapter  3,  Table  3­4).  Given  that  host  immunity 
recognises the PE domain of Rv3812 PE­PGRS  protein when the protein  is  introduced 
through  direct  murine  immunisation  (Figs.  5­9  and  5­10),  this  strengthens  the 
argument  for  immunising with  the Rv3812 PE­PGRS  protein  for both prophylaxis and 
possibly early therapy of tuberculosis infection. 
Based on  the PRED BALB/c  epitope­binding predictions  (Zhang  et al., 2005), 
the PE domain is more likely to bind to MHC class II molecules, whereas the PGRS 
domain  could  bind  to  both  MHC  class  I  and  class  II  molecules.  Therefore,  we 
speculate that expression of this full­length PE­PGRS protein in vivo may generate 
more memory CD4 +  than CD8 + T cell responses. The frequency of Rv3812 PE­PGRS ­ 
specific  T  cells  was  moderately  high  in  BCG­immunised  mice  (Fig. 5­7), 
comparable  to  other  known  immunodominant  proteins  of  Mtb  such  as  Ag85A 
(Goonetilleke  et  al.,  2003). These  IFN­γ  producing  T  cells  are  likely  to  be CD4 + 




immunisation  (Fig.  5­9B).  Given  that  IL­10  is  able  to  prevent  mycobacterium 
killing by ‘de­activation’ of IFN­g­activated macrophages (Roach et al., 2001), this 
is undesirable but a change of adjuvant may potentially avert  this  if  this protein  is 
being  considered  as  a  vaccine  candidate  (Chaitra  et  al.,  2007).  In  the  memory 







Using mice  vaccinated with DNA encoding  the  respective  domains,  others 
have  shown  that Rv1818c PE­PGRS  elicits  a  humoral  response directed only  towards 
the  PGRS  domain,  while  Rv1818c PE  only  elicits  a  cellular  response  (Delogu  and 
Brennan, 2001). Thus, the PE domain of that PE­PGRS protein is not immunogenic 
to B cells. However, murine immunisation with recombinant Rv3812 PE­PGRS , but not 
Rv3812 PE  protein,  induced  antibodies  that  equally  recognised  both  the  full­length 
protein  and  its  PE  domain  (Fig.  5­10).  Rabbit  immunisation  with  recombinant 
Rv3812 PE­PGRS  protein  also  led  to  antibodies  directed  towards  both Rv3812 PE  and 
Rv3812 PE­PGRS proteins (Fig. 5­3). Therefore, B cell recognition of the PE domain of 
Rv3812 PE­PGRS  appeared  to  be  dependent  on  the  presence  of  the  PGRS  domain. 
Perhaps  helper  T  cell  recognition  of  the  PGRS  domain  is  required  for  eliciting 
T­dependent antibodies against the PE domain in this case. 
Little  is  known  about  the  general  function  of  the  PE  domain  of  PE­PGRS 
proteins, although this  is remarkably conserved (Cole  et al., 1998). A recent study 
suggests  that  the PE domain of Rv1818c PE­PGRS  protein  translocates  its C­terminus 
PGRS  domain  to  the mycobacterial  cell  surface, with  the  PE  domain  itself  being 
embedded  in  the mycobacterial  cell wall without  surface  exposure  (Cascioferro  et 
al.,  2007). This  could  be  a  common  role  for  the highly  conserved PE domains  of 
Mtb PE­PGRS proteins,  and would  suggest  that  the PE domain  is  not  exposed on 
the mycobacterium surface. In support of this, in sera of patients with active TB, we 




than  its  PE  domain  (Chapter  3,  Section  3.4.7).  Antibodies  against  the 
carboxy­terminal  (PGRS  domain)  of  Rv1759c PE­PGRS  and  Rv3367 PE­PGRS  proteins 
have also been described in other studies on human TB patients (Espitia et al., 1999; 
Singh et al., 2001; Campuzano et al., 2007). 
In  conclusion,  while  it  is  likely  that  Rv3812 PE­PGRS  is  located  in  the 
mycobacterium cell wall and cell­membrane, we cannot find evidence supporting a 
role for this protein in mycobacterium  intracellular survival and dormancy, nor did 
we  find  that  it  has  significant  impact  on  interactions  with  host  macrophages  or 
mycobacterium entry  into macrophages. A key point of novelty  in this work is  the 
comparison  of  host  responses  to  both  the  full­length  protein  and  its  PE  domain. 
There  are  significant  humoral  and  cellular  responses  directed  at  the  full­length 
protein, but minimally to the PE domain, after  infection with BCG, suggesting that 
the  immunogenicity  lies  primarily  in  the  PGRS  domain.  However,  immunisation 
with  full­length  protein  can  induce  PE­specific  antibodies,  suggesting  a  way  to 
induce  recognition  of  this  domain  found  in  numerous  Mtb  proteins.  Our 
characterisation of Rv3812 PE­PGRS  shows  that  the pattern of host  immunity elicited 
has  much  in  common  with  Rv1759c PE­PGRS ,  a  member  of  the  mycobacterium 







This  is  the  first  study  to  compare  the  serological  responses  to  different 
PE­PGRS proteins between different groups of people with varied TB exposure, and 
several  clinically  relevant  insights  were  gleaned.  The  high  levels  of 
Rv3812 PE­PGRS ­specific  IgG  antibodies  in  patients  with  latent  and  active  TB 
infection,  but  not  PPD­reactive  LTBI ­  TB  contacts,  shows  that  this  protein  is 
expressed  during  both  active  and  latent  infection,  and  reactivity  is  unlikely  to  be 








in  host­pathogen  interactions. The  study  provided  direct  evidence  that  presence  of 
the  Gly­Ala  rich  PGRS  domain  protects  the  PE  domain  of  Rv0978c PE­PGRS  from 
proteolytic degradation by the ubiquitin­proteasome system, which affects the MHC 
class  I  pathway  for  antigen  processing. This  provides  a mechanism  to  explain  the 








responses  to  the  PE  domain  of Rv3812 PE­PGRS  even  though  this  domain  is  highly 
conserved  throughout  the  Mtb  PE­PGRS  protein  family.  Direct  murine 
immunisation with Rv3812 PE­PGRS , however, led to IFN­γ and antibody responses to 
both  domains,  suggesting  that  this  may  be  useful  as  a  vaccination  strategy.  Its 
clinical  relevance  is  supported  by  the  observation  that  relative  deficiency  in 
Rv3812 PE  domain­specific  antibodies  compared  to  anti­Rv3812 PE­PGRS  responses 
was characteristic of active TB patients with advanced disease. 
6.2 Future directions 
6.2.1  PE­PGRS  polymorphisms  and  clinical  correlates  of  serological 
responses 
To investigate whether the variations in humoral responses observed towards 
Rv3812 PE­PGRS  and  Rv0978c PE­PGRS  proteins  correlate  with  polymorphisms  in  the 
infecting  Mtb  strains,  it  would  be  useful  to  obtain  the  sequence  of  rv0978c  and 
rv3812 genes extracted from Mtb clinical  isolates of active pulmonary TB patients 
with  known  serological  responses.  Given  that  active  TB  patients  with  advanced 
disease  had  lower  levels  of  Rv3812 PE ­specific  antibodies,  PE  domain 
polymorphisms  could  be  specifically  analysed  in  the  context  of  patients  with 
different disease severities. Concurrently investigating humoral responses to a panel 
of  other  PE­PGRS  proteins  known  to  induce  antibodies,  such  as  Rv1818c PE­PGRS , 





Additionally,  given  our  observation  that  the  combination  of  high  levels  of 
Rv3812 PE­PGRS  antibodies  and  low  anti­38  kDa  antibodies  is  associated with  latent 
TB  infection,  a  larger  scale  serological  study could  be  conducted  on  TB  contacts 
and  those with  this  profile  followed  up  to  assess  their  5­  and  10­year  risk  of  TB 
reactivation, relative to the others without this profile. This would enable evaluation 
of the prognostic value of this serological test. It would also be relevant to evaluate 
the peripheral  blood mononuclear cells of the  five clinical groups  studied  for  their 
cellular  immune  responses  to  Rv3812 PE­PGRS  protein,  in  comparison  with  their 




contacts  suggest  that  this  protein  is  expressed during  latent  infection,  and may  be 
required  for mycobacterium persistence  in the host. Since we have shown that this 
protein could influence antigen­presentation to CD8 + T cells, it would be relevant to 
investigate  by  tetramer­staining  whether  subjects  with  latent  TB  (as  compared  to 
active and treated TB patients) have activated Rv3812 PE­PGRS ­specific memory CD8 + 
cytotoxic T cells that recognise and kill cells presenting Rv3812 PE­PGRS protein. The 









(TAP)  (Blake  et  al.,  1997).  Macrophages  deficient  in  TAP  could  be  used  to 




experimental system we described,  to determine whether  they  inhibit MHC Class I 
antigen  processing.  Since  the PE­PGRS protein  family  is  unique  to mycobacteria, 
other  genera  of  bacteria  known  to  infect  macrophages  could  be  engineered  to 
express either Mtb PE­PGRS proteins or their PE domains, to allow investigation of 
whether  these  proteins,  when  expressed  intracellularly  in  a  different  bacterium, 
could be recognised by CD8 + T cells. This would confirm the theory that PE­PGRS 




This  study  showed  that  Rv3812 PE­PGRS  (Mb3842 PE­PGRS )  is  a  cell­wall  and 
cell  membrane­associated  protein,  weakly  bound  to  the  BCG  cell  surface.  To 
investigate this further, immuno­gold labelled anti­Rv3812 PE­PGRS antibody could be 
used together with electron microscopic analysis  to confirm the  localisation of  this 
protein on the cell surface of different Mycobacterium species. It has been suggested 
that mycobacterium­specific antibodies against mycobacterial cell­surface antigens 
such  as  LAM  enhances  the  internalisation,  processing  and  killing  of  Mtb,  which 






sera  prior  to  in  vivo  infection  of mice will  reveal  if  these  antibodies  enhances  the 
internalisation, processing and killing of Mtb (as observed with anti­LAM antibody). 
BCG  overexpressing Mb3842 PE­PGRS  (Rv3812 PE­PGRS )  protein  did  not  show 
enhanced  survival  within  macrophages,  and  based  on  effects  of  antibody 
pre­treatment, Mb3842 PE­PGRS  protein  was  also  not  likely  required  for  BCG  entry 
into macrophages. Construction of a BCG mutant with mb3842 gene deleted would 
confirm  the  essentiality  of  this  protein  in  mycobacterium  entry  in  host  cells  and 
survival  within  the  macrophages.  Use  of  this  mutant  for  murine  infection  would 




Th1­type  immune  responses,  protection  conferred  upon  immunisation  should  be 
investigated by Mtb challenge. The cellular and humoral responses after challenge, 
extent  of  lung  pathology  and  bacterial  burden  within  the  organs,  relative  to 
unimmunised  mice,  would  reveal  how  protective  this  protein  could  be  as  a 
prophylactic  subunit  vaccine.  Rv1759c PE­PGRS  protein,  with  immunological 
properties similar to Rv3812 PE­PGRS , is thought to have a role in preventing latent TB 
reactivation  (Campuzano  et  al.,  2007).  By  immunising  mice  with  Rv3812 PE­PGRS 
before  or  after  inducing  latent  Mtb  infection,  followed  by  induction  of  TB 




Rv3812 PE­PGRS  as  a  prophylactic  or  immunotherapeutic  for  preventing  TB 
reactivation  could  be  investigated.  If  the  results  appear  promising,  then 
immunotherapy  of  mice  with  Rv3812 PE­PGRS  vaccination  at  the  early  stages  of 
high­dose Mtb  infection  could  be  attempted,  to  determine whether  this  overcomes 






PGRS  proteins  evoke  different  humoral  responses  in  human  subjects  (Poster 
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The  buffer  was  adjusted  to  pH  6.7  using  1  N  HCl  and  made  up  to  100  ml  with 
distilled  water.  A  volume  of  0.697  ml  of  β­mercaptoethanol  was  added  to  the 
stripping buffer prior to use. 

























available when using  the E. coli  expression  system.  In  this  study, a pET expression 
system  using  pET­11a  expression  vector  (Novagen)  was  used  to  express  the 
PE­PGRS recombinant proteins. This system allows production of a large quantity of 
proteins under the control of inducing agents. 
pET­11a  expression  vectors  contain  several  elements  required  for  protein 
expression. They includes a lacI gene which codes a lac repressor protein, a phage T7 
promoter which specifically binds T7 RNA polymerase, a  lac operator which blocks 
transcription  in  the  presence  of  the  lac  repressor  protein,  a  polylinker  to  simplify 





T7lac  promoter  and  operator.   The presence of  ampicillin  resistance  gene  confers  a 
selective  pressure  for  maintaining  the  plasmid,  and  at  the  same  time,  serves  as  a 




by  binding  to  the  lac operator. The  expressed T7 RNA polymerase  binds  to  the T7 




of  T7  lysozyme.  This  is  a  natural  inhibitor  of  T7  polymerase,  and  reduces  the 
transcription  of  the  gene  of  interest  during  the  ‘uninduced’  state.  In  this  study, 
BL21­CodonPlus ®  (DE3)­RIPL E. coli was used for the expression of Rv3812 PE­PGRS 
recombinant protein. This strain has genes that encode extra copies of argU, ileY, and 
leuW  and  proL  tRNA  genes.  This  allows  higher  expression  levels  of  heterologous 
proteins from organisms with AT­ or GC­rich genomes and at the same time, reduces 
the  risk  of  incorrect  translation.  Therefore,  this  strain  was  used  for  high­level 
expression  of  the  GC­rich  Rv3812 PE­PGRS  protein,  which  was  otherwise  difficult  to 
express in regular host strains of E. coli. 
8.9.2 Protein purification strategy 
Recombinant  proteins  expressed  as  fusion  proteins  containing  an  addition 




purification  of  recombinant  proteins.  These  fusion  proteins  can  be  easily  purified 
using  various  chromatographic  techniques  base  on  ion  exchange,  hydrophobic 
interaction,  size­exclusion  or  affinity.    In  this  study,  a  poly­histidine  (6x­His)  was 
cloned in the N­terminal of the recombinant protein to generate a fusion protein which 






Affinity  chromatography  is  one  of  the  most  powerful  protein  purification 
methods  which  involve  the  specific  interaction  of  a  target  molecule  with  an 






























w  Virulence  factor  involves  in  mediating  the  attachment  of  mycobacterium  to  fibronectin­ 
coated cell surfaces of host 
w  Immunisation elicits Th­1 type cellular immune response 

























8.11  IgG  levels  of  individual  subjects  to  PE­PGRS  proteins  and 
mycobacterial 38­kDa antigen 
The  IgG  levels  (relative  OD  units  /  ml)  of  individual  subjects  to 






























G31  670  225.33  51.9  47.6  216.8  T7  647  250  49.9  37.7  163.3 
G43  528  193.33  47.7  30.4  149.3  T37  445.5  194  35  29.3  154.5 
G49  562.5  187  43.8  24.1  209.8  T93  544.5  240  48.8  35.4  263.8 
G50  626.5  203  38.3  28.6  123.5  T105  855.5  221  55.6  29.8  124 
G52  567.5  216.67  48.9  43.2  166.3  T122  856  273.33  47.1  40.9  218 
G53  662  228  42.2  30.6  177.5  T124  625.5  190.33  28.3  25.3  237.3 
G56  617  219  54.6  26.3  174  T214  674  230  60  43.5  167.5 
G57  795.5  295.33  86.7  55.3  292  T215  359  170.33  15.7  10.3  130.5 
G58  528  154.33  52.5  26.9  108  T223  491.5  213.67  39  36.1  336.3 
G59  563.5  172  187.3  32.3  208.3  T224  445.5  234.33  81.9  30.6  181.5 
G65  636  162.67  42.6  27.1  168.3  T230  529.5  173  81.4  28.5  200.5 
G68  492  156.67  40.9  23.8  142.8  T233  360  159.67  33  21.4  195.8 
G71  381  124  104.5  22.2  129  T237  590  299  40.8  29.3  281.5 
G72  586.5  173.67  48.3  31.7  255.8  T248  715  268.67  139.3  46.7  283.3 
G74  590  162.33  96.9  31.7  155.8  T249  511.5  181.33  58.4  18.2  129 
G81  555  183.33  115  36.9  190.3  T266  568.5  194.33  38.9  26.8  216.8 
G83  434  182.67  41.4  28.6  189.8  T270  535.5  206  100.1  17.3  191.3 
G88  441  133.33  50.5  24.7  127.5  T286  490  259.33  41.4  37.4  247.3 
G90  508  149.67  34.8  23.9  204.5  T287  430.5  220.67  33.8  20.7  167.3 
G92  778.5  219  45  48.9  141  T304  291.5  137.67  81.6  11  255.5 
Median  565.5  183  48.6  29.5  171.1  Median  532.5  217.17  48  29.3  198.1 
25th 
percentile 
523  160.9  42.5  25.9  142.3  25th 
percentile 
445.5  188.1  37.9  21.2  166.3 
75th 
percentile 
628.9  217.2  62.6  33.4  205.4  75th 
percentile 































T120  863  206  43.2  31.5  187.5  T125  Minimal  571.5  154.67  31.9  21.3  288.75 
T159  765.5  171.33  30.1  26.6  155.5  T175  Minimal  874.5  253.67  52.4  35.7  248.25 
T165  758.5  211.67  50.3  48.2  183.8  T176  Moderate  527.5  193.67  29.5  31.1  157.75 
T171  733.5  200.67  31.8  22.8  368  T195  Moderate  604.5  216.33  44.8  30.5  731.5 
T172  671  191  37.4  27  311  T204  Moderate  795  303.33  72.5  50.2  288.25 
T173  695.5  216  40.8  36.2  227.8  T220  Moderate  587.5  167.67  198.7  27.8  214.75 
T189  387.5  122.33  8.5  10.6  78.5  T239  Moderate  789  214  59.4  35.9  388 
T218  620.5  181  42.6  22.5  279.3  T245  Minimal  556.5  201.67  133.2  19.9  248.5 
T219  741.5  241.33  94.2  53  293  T246  Moderate  462  177.75  29.1  28.5  113.5 
T252  758  182.33  32.4  25.4  146.8  T272  Moderate  527.5  170.33  29.6  19.1  157.5 
T268  641.5  138.33  31.1  20.6  171.5  T273  Advanced  618  161  19.8  36.3  211.75 
T269  756  295  49.4  30.1  197.3  T275  Moderate  755.5  223.33  92  45.3  819.75 
T271  477  104.33  28.4  11.7  99  T276  Minimal  363.5  143.67  31.2  26.6  166 
T274  632  151.33  30.2  27.9  164.5  T284  Advanced  885  310.67  84.4  61.5  668 
T293  670  143.67  45  28.4  459.3  T347  Minimal  716.5  213.33  67.9  36.8  465 
T295  448.5  162  31.1  22.3  263  T381  Minimal  807  193.33  43.3  24.7  147.5 
T296  816  215  199.7  33.6  369.8  T383  Moderate  590  178.67  114.2  27.2  550 
T350  785.5  172.67  52.6  26.8  222.3  T385  Moderate  778.5  609.33  46.1  34.8  140.75 
T374  765  175  71.2  33.8  514  T399  Moderate  481  168.67  38.3  23.2  128.5 
T402  Moderate  692  270.33  204.4  36.2  470.75 
Median  733.5  181  40.8  27  222.25  Median  611.25  197.67  49.25  30.8  248.375 
25th 
percentile 
636.8  156.7  31.1  22.7  168  25th 
percentile 
549.25  169.915  31.725  26.125  157.6875 
75th 
percentile 
761.8  208.8  49.9  32.6  302  75th 
percentile 



















T128  590  252.33  258.3  38.6  997.75 
T199  400  99  17.9  7.8  82.75 
T201  320  134.33  47  11.1  447.75 
T221  506  153  32.8  6.7  242.75 
T227  595.5  200.33  39.2  31.3  789.75 
T260  647.5  316.67  86.5  58.2  425.25 
T267  471.5  163.33  30.7  17.8  891 
T289  390  143.33  35.6  17.5  822.5 
T290  475  196.33  36.9  30.8  166.75 
T299  479.5  251.33  120.2  18.4  422.75 
T309  381  185.33  57.3  17.2  341 
T310  685.5  259.67  28.9  42.7  154 
T312  360.5  163.67  21.8  13.8  959.5 
T314  472  180.33  19.8  17.9  200.5 
T331  428.5  247.33  49.6  32.2  94 
T375  324.5  142.33  58.6  16.9  95 
T376  379.5  189.33  38.5  26.3  472.25 
T378  430.5  166.33  36  18.3  336.75 
T390  428.5  246.33  214.8  26  846 
T393  359  197  21.9  22.3  448.25 
Median  429.5  187.33  37.7  18.35  424 
25th 
percentile 
380.625  160.7475  30.25  17.125  192.0625 
75th 
percentile 
486.125  246.58  57.625  30.925  797.9375 
Table 8­2 (part 3): IgG levels (relative OD units / ml) of individual subjects to PE­PGRS proteins and mycobacterial 38­kDa antigen.
